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A doença de Behçet (DB) é uma patologia sistémica rara, de natureza inflamatória 
crónica e de etiologia desconhecida. 
Os objectivos deste trabalho são o estudo de parâmetros de inflamação e de stress 
oxidativo na DB e a procura da sua relação com a patofisiologia bem como a procura de 
marcadores laboratoriais específicos e potenciais associações com a actividade e 
gravidade da doença.  
Neste estudo participaram 25 indivíduos com DB e 24 indivíduos saudáveis os quais 
foram caracterizados clínica e laboratorialmente. Hemograma, marcadores do 
metabolismo do ferro (Fe) (Fe, ferritina, transferrina; capacidade total de fixação do Fe) 
e marcadores de inflamação [ceruloplasmina (Cp), proteína C-Reactiva (PCR), β2-
microglobulina (β2-m)] foram medidos em todos os indivíduos. Foram igualmente 
estudados marcadores de activação de neutrófilos [(lactoferrina e mieloperoxidase 
(MPO)], a expressão da Cp à superfície dos leucócitos de sangue periférico e 
marcadores de stress oxidativo [óxido nítrico (NO), lipoproteínas de baixa densidade 
oxidadas (ox-LDL) e peróxidos totais (TOS)] 
Os resultados mostraram a existência de um aumento do número de glóbulos brancos e 
neutrófilos circulantes, da concentração de MPO, Cp, PCR e β2-m nos doentes 
comparativamente aos controlos. Por outro lado, a expressão de Cp à superfície dos 
monócitos (MNCp) dos indivíduos com DB e, mais especificamente, a dos doentes na 
fase activa verificou-se estar aumentada comparativamente à dos controlos. 
Adicionalmente, os resultados mostraram as concentrações de NO diminuídas nos 
indivíduos com DB enquanto que as de ox-LDL e TOS estavam aumentadas (apesar de 
não estatisticamente significativas) nos doentes comparativamente aos controlos. 
A abordagem conjunta de parâmetros envolvidos na inflamação e stress oxidativo 
parece ser inovadora no estudo desta patologia bem como na população portuguesa. A 
relevância de alguns parâmetros (como a MNCp e o NO) aponta para a necessidade de 









Behçets disease (BD) is a rare chronic inflammatory disorder of unclear aetiology. 
The main goal of this project is to study inflammatory and oxidative stress markers in 
BD and relate them with the patophysiology of this disease. It is also aimed the search 
for BD specific laboratory markers and associations with its activity and severity. 
In this context, 25 patients clinically diagnosticated with BD were selected as well as 24 
healthy age-sex matched individuals. Haemogram, biochemical markers of iron (Fe) 
metabolism [Fe, ferritin, transferrin and total Fe binding capacity] and inflammatory 
markers [ceruloplasmin (Cp), C-reactive protein (CRP) and β2-microglobulin (β2-m)] 
were measured in all individuals. Markers of neutrophils activation [lactoferrin and 
myeloperoxidase (MPO)], Cp surface expression of peripheral blood leucocytes and 
oxidative stress markers [nitric oxide (NO), oxidized low density lipoproteins (ox-LDL) 
and total peroxides (TOS)] were also assessed.  
Results showed an increase of the absolute number of circulating white blood cells and 
neutrophils, MPO, Cp, CRP and β2-m concentrations in BD patients comparatively to 
controls. Also, flow cytometry analysis showed Cp expression at the surface of 
monocytes (MNCp) was increased in BD patients and, particularly in active BD 
patients, compared to MNCp from controls. Moreover, NO concentrations were 
decreased in BD patients while ox-LDL and TOS concentrations were increased, 
although not significantly, in BD patients compared to healthy individuals.  
Overall, the global approach of inflammatory and oxidative stress markers seems to be 
pioneering in the study of this disease, as well as in Portuguese population. The 
relevance of some markers (such as MNCp and NO) suggests the need of future studies 
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ABREVIATURAS 
B  Linfócitos B 
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glicosilfosfatidilinositol 
HLA  do inglês Human Leukocyte Antigen 
H2O2  Peróxido de Hidrogénio 
HOCl  Ácido Hipocloroso 
IFN  Interferão 
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Th  Linfócitos T helper 
ThCp  Expressão de ceruloplasmina à superfície de linfócitos T helper 
TNF  Factor de Necrose Tumoral 
TOS  Peróxidos Totais






Em 1937, o dermatologista Hulusi Behçet deu o seu nome a uma doença caracterizada 
por uma tríade de sintomas: úlceras orais, genitais e inflamação ocular [1]. No entanto, 
já em 1931, um conterrâneo de Hulusi Behçet, Benedictos Adamantiades, apresentou 
um caso duma doença semelhante pelo que muitas vezes a doença de Behçet (DB) 
também é conhecida por doença Adamantiades-Behçet. Uma das descrições mais 
antigas de uma patologia muito similar à DB remonta ao século V AC, nomeadamente à 
Grécia antiga, por Hipócrates (Fig. 1) [2].  
 
 
Figura 1. Hipócrates, Benedictos Adamantiades e Hulusi Behçet.  
 
 
A DB é considerada uma doença inflamatória de carácter multissistémico caracterizada 
principalmente por úlceras orais e genitais recorrentes, uveíte (inflamação a nível ocular 
que pode levar à cegueira) e lesões cutâneas. A DB envolve igualmente as articulações, 
os pulmões [3], os rins [3] e os sistemas nervoso central (SNC) e gastrointestinal [4,5]. 
Uma vez que as manifestações vasculares são muito frequentes, esta doença é 
classificada como uma vasculite envolvendo tanto artérias como veias de qualquer tipo 
de órgão [6].  
 
 
1. EPIDEMIOLOGIA  
A distribuição geográfica da DB é mais prevalente ao longo da chamada Rota da 
Seda, uma rota antiga de comércio entre o Mediterrâneo e o este da Ásia [5]. O país 
com maior incidência de DB é a Turquia com uma prevalência entre 110 e 420 por 100 
000 habitantes. No Japão é de 13-20 por 100 000 enquanto que no Reino Unido e 
Estados Unidos é de 1-2 por 100 000 [4]. Em Portugal, o Grupo de Estudo Nacional 
para a DB reportou uma prevalência de 2.5 por 100 000 habitantes [7].  




A DB surge geralmente durante a 3ª década de vida [8] mas pode aparecer em qualquer 
idade, apesar de durante a infância ser pouco comum [4,6]. O rácio homem-mulher é 
semelhante em países do norte da Europa e no Japão mas aumenta significativamente 
(1,5-5:1) em certos países mediterrânicos [8]. Para além de, em certos países, a doença 
ser mais comum no sexo masculino, parece também que são os homens que 
experienciam a forma mais grave da mesma [4]. De facto, complicações graves a nível 
vascular, cerebral e pulmonar bem como uma maior mortalidade estão relacionadas 
mais frequentemente com o sexo masculino [9].  
A etiologia da DB permanece desconhecida mas a hipótese mais aceite quanto à sua 
patogénese é a de se tratar de uma resposta inflamatória iniciada por um agente 




2.1 Susceptibilidade genética 
Os genes pertencentes ao Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC), os mais 
polimórficos na espécie humana, estão localizados no braço curto do cromossoma 6 e 
codificam a maior parte dos Antigénios dos Leucócitos Humanos (HLA  Human 
Leukocyte Antigen) responsáveis pela apresentação de antigénios às células T [9,10].   
O locus mais estudado na DB pertence ao complexo HLA no cromossoma 6p21. A 
susceptibilidade à doença tem sido associada com polimorfismos no gene HLA-B 
(pertencente à classe I do complexo HLA), particularmente o HLA-B*51 [4,5]. Esta 
associação tem sido confirmada em todos os grupos étnicos, apesar de ser mais forte em 
indivíduos turcos e japoneses comparativamente com os caucasianos [4].  
A associação entre a distribuição geográfica da doença e o HLA-B*51 relembrou a 
teoria de que factores de risco genéticos foram propagados por comerciantes migrantes 
ao longo da Rota da Seda dois mil anos atrás (Fig. 2). No entanto, uma explicação mais 
plausível indica que a distribuição global de genes associados com o B*51 reflecte não a 
passagem de comerciantes mas sim os movimentos demográficos iniciais ao longo da 
Ásia e Beringia há cerca de 10 000 a 30 000 anos atrás. Uma vez que a África, Eurásia e 
América foram ocupadas pelo Homo sapiens sapiens há cerca de 300 000 anos AC, a 
ausência virtual de HLA-B*51 em certos povos nativos (populações do Pacífico Sul e 
da América do Sul) sugere que o HLA-B*51 e genes em linkage com HLA-B*51 terão 




sido espalhados de Oeste para Este por subsequentes migrações de pessoas reflectindo 




Figura 2. Distribuição global do HLA-B*51 em indivíduos saudáveis. Populações com prevalência 
elevada de HLA-B*51 (>10%) existem predominantemente a norte do equador correspondendo a locais 
de antigos rotas comerciais desde o Oeste da Europa até ao Japão. Adaptado de Verity DH et al (1999). 
 
 
O HLA-B*51 tem, pelo menos, 34 variantes alélicas mas a associação com a DB tem 
sido confinada aos subtipos HLA-B*5101 e HLA-B*5108. Recentemente, o HLA-B*57 
tem sido também associado com a susceptibilidade à doença nos caucasianos, os quais 
apresentam um risco relativo de doença  semelhante ao do HLA-B*51 [4].   
O mecanismo biológico pelo qual determinados alelos HLA-B conferem 
susceptibilidade à doença permanece desconhecido. Estudos anteriores revelaram uma 
possível associação entre a susceptibilidade à DB e outros genes [11]. No entanto, estas 
associações são variáveis uma vez que  o risco relativo à doença associado com HLA-
B*51 varia nos diferentes grupos étnicos [4]. De facto, o risco relativo da doença entre 
os que possuem HLA-B*51 e os que não possuem é de 6.7 no Japão comparativamente 
aos 1.3 nos Estados Unidos. Portanto, este alelo contribui para o risco para a DB nos 
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países onde a doença é prevalente mas não nos países ocidentais [12]. Por outro lado, 
este alelo também está relacionado com a severidade da doença uma vez que é mais 
comum entre os doentes com uveíte posterior ou doença progressivo do SNC 
comparativamente aos doentes com patologia mais ligeira [12].  
O facto destas associações serem variáveis e de os alelos associados à DB estarem 
presentes com maior frequência em algumas populações nas quais a doença é 
virtualmente desconhecida, sugere que outros factores estarão provavelmente 
envolvidos na susceptibilidade a esta patologia [4]. De facto, um segundo locus de 
susceptibilidade foi identificado no cromossoma 6p. No entanto, muitos destes estudos 
foram efectuados num número limitado de doentes. Desta forma, a contribuição de 
outras variantes genéticas para a susceptibilidade da DB permanece ainda desconhecida 
[4]. 
Uma atenção particular tem sido dada à associação entre a DB e a Febre Familiar do 
Mediterrâneo (FMF) uma vez que apresenta semelhanças à DB no que diz respeito à 
epidemiologia e manifestações clínicas. Algumas mutações no gene MEFV foram 
implicadas na DB, sugerindo que possam actuar como factores de susceptibilidade 
adicionais na DB. Estudos para delinear a frequência de mutações no gene MEFV em 
doentes com DB no Japão (onde FMF é extremamente rara) serão decisivos na 
confirmação de mutações MEFV com a susceptibilidade à DB [5]. 
 
2.2 Factores ambientais 
Apesar do contributo genético significativo para explicar a susceptibilidade à DB, os 
factores ambientais parecem também desempenhar um papel importante. O estudo de 
populações migrantes tem originado descobertas epidemiológicas bastante interessantes: 
indivíduos turcos que emigraram para a Alemanha apresentam um risco de adquirir a 
doença significativamente menor comparativamente a indivíduos de origem turca 
vivendo na Turquia apesar deste risco permanecer maior que o de populações oriundas 
da Alemanha [4].    
Dada a distribuição geográfica e as diferenças nas manifestações da doença nos vários 
países, o agente ambiental mais plausível envolvido na etiopatologia da DB parece ser 
um agente infeccioso uma vez que foram reportadas infecções por parte de agentes 
virais sendo o vírus mais associado com a DB o virus do herpes simples I (HSVI) [8]. 
De facto, foram encontrados no soro de indivíduos com DB elevadas concentrações de 
anticorpos anti-HSVI comparativamente com os controlos [9].  




A superfície da mucosa oral é um dos primeiros locais afectados na DB (aftas orais são 
a primeira manifestação em 70% dos doentes), tendo sido a flora microbiana oral 
implicada na sua patogénese. Observações clínicas como um aumento de manifestações 
orais após tratamento dentário, hipersensibilidade da pele a testes estreptocóquicos, 
domínio de espécies estreptocóquicas atípicas em doentes com a flora oral da DB e 
tratamento antibacteriano benéfico, sugerem um papel importante para o envolvimento 
dos estreptococos na etiologia da DB [8,9]. Recentemente, a presença de anticorpos 
contra Saccharomyces cerevisae foram propostos como marcadores serológicos da 
doença mas a sua relevância clínica permanece incerta [4].  
 
2.3. Factores imunológicos e autoinflamação 
2.3.1 Autoimunidade 
Alternativamente, a DB tem sido considerada uma doença de origem autoimune. No 
entanto, há factores que mitigam uma origem autoimune clássica para a DB uma vez 
que esta doença não apresenta associação com outras doenças autoimunes, não 
apresenta uma predominância feminina nem autoanticorpos não-específicos tais como 
os anticorpos anti-nucleares [4,9].  
Estudos anteriores reportam uma resposta inflamatória a vários autoantigénios na DB 
como o antigénio retinal S, tropomiosina e lipoproteínas de baixa densidade oxidadas 
(ox-LDL) [4]. No entanto, não se sabe se estes autoantigénios são realmente 
patogénicos ou se a resposta imune que lhe é direccionada resulta duma reacção 
inflamatória associada à activação da doença. 
Contudo, existem fortes evidências de uma resposta imune anormal por parte de 
células T na DB. Comparativamente com indivíduos saudáveis, os doentes de Behçet 
apresentam um aumento no número de células T-γδ as quais exibem marcadores de 
activação precoce (CD25, CD69 e CD29) e produzem citocinas pró-inflamatórias apesar 
do seu alvo celular/tecidual ser ainda incerto [5]. No entanto, uma vez que as células T-
γδ correspondem a apenas 2-5% das células T do sangue periférico, tem sido dada maior 
importância às células T-αβ na patogénese de várias doenças autoimunes [5]. 
Estudos anteriores mostram igualmente um aumento na produção de interferão gama 
(IFN-γ) por parte das células T-αβ durante a fase activa da DB [4,11]. O mecanismo 
através do qual estas anomalias contribuem para a patogénese da doença permanece por 
esclarecer.  
 





Uma vez que não há consenso acerca da origem autoimune da DB, tem sido igualmente 
atribuída a designação desta doença como autoinflamatória. [13]. O termo 
autoinflamatório descreve um grupo de doenças que não se adaptam à organização 
clássica de doenças imunológicas que consistem, de uma forma abrangente, nas 
patologias autoimunes, alérgicas ou imunodeficientes [14]. As doenças 
autoinflamatórias são caracterizadas por episódios recurrentes de inflamação sistémica, 
geralmente manifestados por febre, bem como por inflamação de tecidos específicos 
como as articulações, pele, olhos e sistema gastrointestinal e incluem apenas os 
síndromes de febre periódica hereditária como, por exemplo, a FMF [14,15]. Enquanto 
que as características clínicas destas doenças são similares a infecções ou doenças 
reumatológicas comuns, não há evidência de patogénios e não há uma aparente elevada 
concentração de autoanticorpos ou antigénios específicos de células T que são 
geralmente evidenciados em doenças autoimunes [16]. 
Como já mencionado anteriormente, a DB é uma doença inflamatória de etiologia 
desconhecida com manifestações clínicas semelhantes às das doenças autoinflamatórias 
como as lesões mucocutâneas recurrentes e artrite não-deformativa e com uma resposta 
inflamatória elevada com sobreexpressão de citocinas próinflamatórias [15]. 
No entanto, há características clínicas específicas das doenças autoinflamatórias que a 
DB não apresenta como os períodos de febre recorrentes, os ataques paroxismais e o 
início da doença durante a infância [13]. Deste modo, persiste a controvérsia em relação 
à designação da DB como autoimune ou autoinflamatória [15].    
 
2.4 Stress oxidativo 
Actualmente, há um grande interesse no estudo dos radicais livres no organismo. O 
processo de oxidação faz parte da vida aeróbia e do metabolismo humano pelo que os 
radicais livres são permanentemente produzidos, naturalmente ou em resultado de 
alguma disfunção biológica [17].  
Os radicais livres, consoante tenham o electrão desemparelhado nos atómos de oxigénio 
ou azoto, são designados por espécies reactivas de oxigénio (ERO) ou de azoto (ERA), 
respectivamente. No organismo, encontram-se envolvidos nos processos que dão 
origem à produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização 
intercelular e síntese de substâncias biológicas importantes [18]. No entanto, a sua 
produção em excesso pode provocar efeitos prejudiciais como a peroxidação de lípidos 




da membrana e agressão às proteínas de tecidos e membranas, às enzimas, carbohidratos 
e DNA [19].  
O excesso da geração de radicais livres é controlado por antioxidantes produzidos pelo 
organismo ou absorvidos através da dieta. 
Os antioxidantes dividem-se em enzimáticos [superóxido dismutase, glutationa 
peroxidase, glutationo reductase, catalase e ceruloplasmina (Cp)] e não-enzimáticos 
[(glutationa reduzida, ácido ascórbico, transferrina (Tf), ferritina (Ft), alfa-tocoferol, 
carotenoides, entre outros)] [18]. 
Por sua vez, as principais ERO distribuem-se em dois grupos, as espécies radicalares: 
hidroxilo (OH), superóxido (O2-), peroxilo (ROO) e alcoxilo (RO); e os não-
radicalares: oxigénio (1O2), peróxido de hidrogénio (H2O2) e ácido hipocloroso (HOCl). 
De entre as ERA, incluem-se o óxido nítrico (NO) e os peroxinitritos (ONOO-) [18]. O 
NO apresenta funções importantes para o endotélio, como o seu efeito vasodilatador, 
antiagregador, antiproliferativo, entre outros [20]. No entanto, é de realçar que o NO 
produzido deve-se à acção das NO sintases (NOSs) as quais apresentam, pelo menos, 
três isoformas: NOS neuronal (nNOS); NOS induzida (iNOS) e a NOS endotelial 
(eNOS) [21].  
 
2.4.1 Metabolismo do ferro e o stress oxidativo 
O ferro (Fe) tem a capacidade de aceitar e doar electrões rapidamente, interconvertendo-
se entre estado ferroso (Fe2+) e férrico (Fe3+). Esta capacidade torna-o um componente 
fundamental para as funções dos citocromos, hemoglobina, mioglobina e algumas 
enzimas [22].   
Apesar do Fe ser um elemento essencial, encontra-se bem documentado que está 
igualmente associado ao stress oxidativo uma vez que promove a formação de radicais 
livres através das reacções de Fenton e Haber-Weiss [23]. A redução de um electrão do 
dioxigénio pelo Fe2+ resulta na formação de O2- que, por sua vez, origina o radical HO. 
Este radical, provavelmente o mais poderoso oxidante encontrado nos sistemas 
biológicos pode atacar proteínas, ácidos nucleicos e carbohidratos [22].  
As proteínas envolvidas no metabolismo do Fe são fundamentais uma vez que impedem 
o Fe livre de participar em reacções que conduzem à formação de radicais livres. A Tf 
transporta o Fe trivalente até às células possuidoras de receptores de Tf (TfRs) de forma 
a que o Fe seja internalizado [24]. No interior das células, o Fe livre pode ser 
igualmente armazenado sob a forma de Ft a qual tem a capacidade de sequestrar grandes 




quantidade de Fe e de o manter sob a forma não tóxica [22]. Outra proteína importante 
no metabolismo do Fe é a lactoferrina (Lf). A Lf é uma glicoproteína pertencente à 
família das transferrinas e um importante elemento do sistema imunitário (SI) inato. 
Tem um papel antioxidante importante uma vez que sequestra o Fe livre impedindo-o, 
tal como acontece com a Tf, de participar em reacções que levam à geração de radicais 
livres.  
Adicionalmente, a Cp tem igualmente um papel importante na defesa contra o stress 
oxidativo ao facilitar a  incorporação de Fe na Tf circulante do soro evitando, deste 
modo, a provável formação dos produtos reactivos de oxigénio.  
 
2.4.2 Ceruloplasmina 
A Cp é uma α2-glicoproteína circulante que transporta 95% do cobre (Cu) presente no 
plasma (Fig. 3). De síntese preferencial no fígado[25], esta proteína facilita a 
incorporação de Fe na Tf apresentando uma actividade ferroxidásica [26]. Esta função 
está directamente ligada ao facto da Cp possuir a propriedade de mobilizar Fe com a 
subsequente oxidação do Fe2+ e a incorporação do Fe3+ na apotransferrina [27,28] 
impedindo ou limitando assim a catálise de reacções adversas que levam à formação de 
espécies radicalares altamente agressivas [29]. O papel desempenhado pela Cp tomou 
uma relevância especial muito particular pelo facto de se ter demonstrado que os 
linfócitos do sangue periférico humano não só expressam Cp à sua superfície [30-35] 
como também segregam esta proteína para o meio extracelular [30,34].   
 
Figura 3. Modelo estrutural da Cp por cristalografia de raio X.  
 
 
Vários estudos sugeriram a função protectora da Cp contra a lesão mediada por radicais 
de oxigénio no plasma [36] e no pulmão [37]. Função análoga a esta capacidade 




protectora é desempenhada por outras proteínas envolvidas no metabolismo do Fe, 
nomeadamente a Tf, Ft e Lf. Por outro lado, a Cp parece estar envolvida em processos 
de protecção celular mediados pelo SI, verificando-se que os seus níveis circulantes 
aumentam durante a inflamação, infecção, trauma, gravidez e em algumas doenças 
malignas [38]. Um aumento da concentração sérica da Cp foi anteriormente reportado 
em doentes de Behçet [39].  
Não obstante, até ao momento, não temos conhecimento da existência de qualquer 
estudo sobre o papel da Cp linfocitária na patofisiologia da DB. Estudos anteriores 
sugerem inclusivamente a possibilidade da expressão da Cp à superfície dos linfócitos 
do sangue periférico (LSPCp) contribuir para um mecanismo de controlo associado ao 
SI responsável pela manutenção dos níveis dos iões Fe2+/Fe3+ de forma a manter a 
homeostase celular [35]. 
 
2.4.3 Stress oxidativo na DB 
Actualmente, assiste-se a um acumular de evidência sustentando a ideia de que as EROs 
são produzidas endogenamente por leucócitos activados ao nível dos locais de 
inflamação podendo provocar lesões funcionais e estruturais [40]. De facto, a activação 
de neutrófilos leva à produção de EROs como o H2O2, o radical OH e o radical O2- 
[41]. Leucócitos polimorfonucleares aumentam a produção de HOCl, a partir de H2O2 
via a enzima mieloperoxidase (MPO), a qual poderá levar a danos tecidulares à 
danificação de tecido através de modificações oxidativas [41].  
Estudos anteriores sugerem que a existência de um decréscimo da actividade enzimática 
antioxidante e um aumento significativo da geração de espécies radicalares na DB 
poderá ter um papel crucial na lesão tecidular observada nesta doença [42-45]. As 
alterações no metabolismo dos lípidos verificadas nos doentes com DB incluindo o 
aumento das lipoproteínas, dos hidroperóxidos lipídicos e das ox-LDL [46], sugerem a 
possibilidade de desenvolvimento de uma disfunção endotelial e da indução de 
alterações na resposta imunitária.  
Segundo Kose et al, algumas das defesas antioxidantes estão principalmente 
relacionadas com a prevenção da participação de metais de transição em reaccões de 
radicais livres como a peroxidação lipídica [47]. Deste modo, proteínas relacionadas 
com o metabolismo do Fe como a Tf e a Cp desempenham um papel primordial. 
 
 





A vasculite é a lesão histopatológica mais comum entre as manifestações clínicas da DB 
[4]. As lesões são caracterizadas por infiltrações celulares de linfócitos e monócitos, 
com ou sem deposição de fibrina na parede do vaso e por necrose do tecido circundante 
(Fig. 4) [1,4]. É igualmente verificada uma infiltração significante de neutrófilos, 
particularmente em lesões mais precoces como as que se verificam na reacção de 
patergia, aftas mucocutâneas e lesões oculares [1,12]. 
A doença na fase activa está associada a várias características não específicas de uma 
inflamação sistémica tais como um aumento nos níveis circulantes de citocinas pró-
inflamatórias, da proteína C-reactiva (PCR) e da β2-microglobulina (β2-m) [4]. 
Adicionalmente, os níveis séricos de citocinas como o factor de necrose tumoral (TNF), 
interleucina -1β (IL-1β) e IL-8 encontram-se elevados nos indivíduos com DB bem 
como os níveis de MPO originados pelos neutrófilos [1].  
No entanto, permanece incerto se a hiperreactividade de neutrófilos reflecte influências 
genéticas ou activação persistente por agentes externos [4].  
 
 
Figura 4. Dilatação de células endoteliais (setas pretas) e infiltração de células inflamatórias no tecido 
perivascular (setas brancas). Adaptado de McDonald DR et al (2007). 
 
 
4. SINTOMATOLOGIA CLÍNICA 
As características clínicas da DB caracterizam-se por episódios recorrentes de remissão 
e exacerbação de vários sintomas que incluem úlceras recorrentes, envolvimento ocular 
e cutâneo, reacção de patergia, manifestações vasculares, articulares, gastrointestinais e 
neurológicas [5]. 
 




4.1 Úlceras recorrentes 
As úlceras orais aparecem em cerca de 97-100% dos casos e constituem geralmente o 
primeiro sinal da doença podendo preceder o aparecimento de outros sintomas durante 
muitos anos [8,12]. Estas úlceras são semelhantes às aftas orais comuns em aparência e 
localização apesar de serem mais extensas e dolorosas uma vez que podem subsistir sem 
cicatrizarem (Fig. 5) [4]. 
Há três tipo de úlceras orais: pequenas (minor), grandes (major) ou herpetiformes. As 
pequenas são superficiais, têm entre 2 e 6 mm de diâmetro e aparecem como múltiplas 
lesões desenvolvendo em 1-2 dias e sarando em 7-10 dias sem cicatrizar. As úlceras 
grandes têm um diâmetro maior que 10 mm, são mais profundas e dolorosas e saram em 
10-30 dias com cicatrização. As herpetiformes são numerosas (10-100) e constituem 
aglomerados de pequenas úlceras [8].  
Os locais mais frequentes são a língua, os lábios, gengivas e mucosa bucal apesar de 
também ocorrerem no palato e faringe. Estas úlceras ocorrem frequentemente em locais 
de intervenção dentária ou outros locais de trauma. 
As úlceras genitais ocorrem em cerca de 72-94% dos casos e são morfologicamente 
semelhantes às orais apesar de serem mais profundas e deixarem cicatrizes. É 
importante saber excluir outras causas para a ocorrência de úlceras genitais como o 
herpes simplex, sífílis, úlceras tropicais e infestações cutâneas [6].  Nos homens, estas 
úlceras surgem principalmente no escroto e epididimo enquanto que nas mulheres 
surgem na vagina, vulva e cervix (Fig. 5) [4]. 
 
 
Figura 5. A: múltiplas úlceras aftosas na membrane bocal, gengiva e mucosa do lábio. B: Úlcera genital 








4.2 Envolvimento ocular 
Apesar do envolvimento ocular aparecer geralmente mais tarde que as úlceras orais, o 
seu aparecimento e desenvolvimento ocorrem nos primeiros anos da doença [3] apesar 
de já ter sido reportado um intervalo de 14 anos entre estes dois sintomas [1]. Em cerca 
de 10-20% dos doentes, este sintoma pode ocorrer como o primeiro sinal da doença [4]. 
As manifestações mais comuns são hipópio, uveíte posterior, depósitos vítreos, 
coroidite e retinite (Fig. 6) [6].  
Cerca de 30-70% dos doentes com DB apresentam envolvimento ocular sendo este mais 
frequente nos homens mais jovens e menos frequente em mulheres com aparecimento 
tardio da doença [3]. Também são os homens que experienciam as formas mais severas 
da DB [4]. 
A doença ocular é geralmente bilateral [3] e uma das principais causas de morbidade na 
DB aparecendo sob a forma de uveíte bilateral crónica e envolvendo os tractos uveais 
anterior e posterior. A uveíte anterior com hipópio, na qual o exsudado forma uma 
camada de células na câmara anterior, é um sinal característico da doença ocular na DB 
apesar de ser observado em apenas um terço dos doentes [4]. Por seu turno, uma uveíte 
posterior juntamente com uma vasculite retiniana, poderá causar perda de visão em 
cerca de 25% dos doentes apesar do prognóstico melhorar com o uso de 
imunossupressores [3].  
 
       
Figura 6. A: Hipópio (seta)  camada horizontal de células inflamatórias na câmara ocular anterior  e 











4.3 Envolvimento da pele 
As lesões na pele afectam cerca de 80% dos doentes e podem ser divididas em duas 
categorias principais: eritema nodoso e lesões papulopastular/acneidoforme (Fig. 7) [8]. 
O eritema nodoso ocorre geralmente nas mulheres, afectando principalmente os 
membros inferiores e podendo deixar áreas hiperpigmentadas [6].  
As lesões papulopastulares e acneidoformes podem ocorrer em qualquer local e são 
morfologicamente idênticas ao acne adolescente apesar de terem uma maior distribuição 
afectando os braços bem como a face, dorso e nádegas [4,8]. 
 
    




Patergia é o nome dado à hiperreactividade não-específica da pele a qual é específica da 
DB (Fig. 8). O teste de patergia involve a injecção intradérmica duma agulha estéril [4] 
e é considerado um teste positivo caso uma pápula estéril eritematosa se desenvolva em 
48 horas [6]. Histologicamente, às 4 horas a reacção de patergia é mediada por 
neutrófilos e linfócitos não apresentando vasculite. Às 48h, o exame histológico revela a 
infiltração principalmente de células mononucleares como linfócitos T e 
monócitos/macrófagos com graus variáveis de infiltração vascular. Os neutrófilos 
constituem menos de 5% das células infiltrantes [48]. Estudos anteriores sugerem que a 
hiperquimiotaxia dos neutrófilos possa estar envolvida no início da patergia, sendo os 
linfócitos T activados necessários para o desenvolvimento de toda a reacção [5]. 
A patergia é a única característica específica da DB e é um teste positivo em mais de 
60% dos doentes proveniente do Médio Oriente. No entanto, só ocorre em 15% dos 









Figura 8. Reacção de patergia positive no local de injecção. Adaptado de M Önder, MA Gürer (2001). 
 
 
4.5 Manifestações  vasculares 
A DB apresenta-se como uma vasculite sistémica afectando artérias e veias de cerca de 
9-25% dos doentes [12]. A vasculite de pequenos vasos é responsável por grande parte 
do processo patológico da doença [4]. No entanto, o envolvimento das veias é mais 
frequente e pode resultar em tromboflebite superficial e trombose venosa profunda 
[3,12].  
O envolvimento cardíaco é raro mas pericardite, lesões na válvula coronária, trombose 
intracardíaca, fibrose endomiocardial e o envolvimento da artéria coronária já foram 
reportados nesta doença [3,4].   
 
4.6 Manifestações articulares 
O envolvimento das articulações é muito comum na DB, ocorrendo em cerca de dois 
terços dos doentes. Geralmente observam-se sinovites, artrites e artralgias as quais 
podem preceder outros sintomas [4].  
No entanto, a manifestação mais comum é a oligoartralgia. Tem carácter não-erosivo e 
não-deformativo e envolve os joelhos, tornozelos e pulsos [4]. Histologicamente, há 
uma infiltração de neutrófilos e células mononucleares no líquido sinovial bem como 
uma vasculite nos pequenos vasos [12]. 
 
4.7 Manifestações gastrointestinais 
O envolvimento do tracto gastrointestinal na DB varia consoante as populações 
afectadas, sendo mais frequente no Japão do que na Turquia. O espectro dos sintomas 
clínicos inclui anorexia, vómitos, dispepsia, diarreia e dores abdominais [4]. A região 
íleo-cecal é a mais afectada apesar de poderem também ocorrer lesões a nível do 




esófago e cólon [8]. Por vezes é difícil distinguir entre a DB e outras doenças 
inflamatórias dos intestinos visto os sintomas extraintestinais serem muito semelhantes 
(úlceras orais, eritema nodoso, uveíte e artrite) [12]. 
 
4.8 Manifestações neurológicas 
O envolvimento crónico e progressivo do SNC (Neuro-Behçet) ocorre em 5-10% dos 
doentes [4], sendo mais frequente nos homens nos quais a doença apareceu cedo [12]. 
Este envolvimento é de progressão lenta e pode levar à paralisia [6].  A apresentação 
clínica é variável incluindo meningite ou meningoencefalite, distúrbios psiquiátricos, 




As descobertas laboratoriais acerca da DB não lhe são específicas [12]. De facto, vários 
testes laboratorias foram realizados mas nenhum demonstrou ser sensível ou específico 
para diagnosticar a DB [3].  
Não havendo um ou mais testes laboratoriais específicos para a DB, o seu diagnóstico 
está dependente de critérios clínicos [1]. Várias classificações foram formuladas mas só 
em 1990 o Grupo Internacional de Estudo para a Doença de Behçet (ISGBD) criou os 
seguintes critérios de diagnóstico (Tabela I) [6]. 
Recentemente, dado que não existe um ou mais marcadores específicos para facilitarem 
o controlo da actividade da doença, foi criado o índice de actividade da DB: o Behçets 
Disease Current Activity Form o qual pode ser utilizado durante o decurso de uma 




















O tratamento desta doença permanece empírico e requer a colaboração conjunta de 
especialistas em medicina oral, dermatologia, oftalmologia, entre outros [49].  
Os principais objectivos no tratamento são o controlo dos sintomas, a supressão precoce 
da inflamação e prevenção de danos em órgãos específicos [4]. Existem vários tipos de 
tratamentos que incluem a ciclofosfamida, infliximab, IFN-α, talidomida e inibidores de 
calcineuria (ciclosporina e tacrolimo) [12,50,51]. No entanto, os tratamentos mais 




A azatioprina é um inibidor de síntese de purinas necessárias à proliferação de células, 
especialmente os leucócitos [52]. É um agente imunossupressor que é geralmente usado 




em combinado com corticoesteróides para prevenir a rejeição após transplantes e para 
controlar casos severos de artrite reumatóide em adultos [12].  
No caso da DB, a azatioprina é um importante agente que reduz a incidência, frequência 
e severidade em casos de envolvimento ocular e tem um efeito favorável nos casos de 
artrite e úlceras orogenitais comparativamente a doentes sob efeito de corticoesteróides 
[4]. A azatioprina, quando administrada no início do tratamento, melhora o prognóstico 
a longo prazo da DB quando comparada com placebo [8].  
 
6.2 Corticoesteróides  
Os corticoesteróides tópicos e sistémicos são usados como agentes anti-inflamatórios 
para o tratamento da maioria das manifestações da DB [53]. No entanto, o seu uso é 
verificado principalmente em situações para controlo de exacerbações da doença, 
incluindo uveíte aguda e envolvimento neurológico [4]. Podem ser usados em conjunto 
com inibidores de calcineurina ou outros imunossupressores [53].  
No entanto, o uso prolongado de corticoesteróides deve ser evitado uma vez que, 
evidência relativa a outra vasculite sistémica (lúpus eritematoso sistémico), demonstrou 
que os esteróides estão associados, por exemplo, a um aumento de mortalidade por 
doença coronária [8]. 
 
6.3 Colchicina 
A colchicina tem sido usada como um tratamento de base na DB devido ao facto da sua 
acção antiinflamatória inibir a migração dos neutrófilos [5]. É eficaz no controlo de 
eritema nodoso e artralgia [8] mas não é usada em casos de envolvimento ocular, 
úlceras orogenitais ou sinovite [4]. No entanto, estudos recentes comprovam que a 
colchicina está associada a melhorias de sintomas mucocutâneos e articulares, 
principalmente nas mulheres [4]. 
 
 
7 OBJECTIVOS DO TRABALHO 
Este projecto foi elaborado de forma a congregar o trabalho de especialistas em áreas de 
estudo complementares num objectivo comum: aumentar o conhecimento sobre a 
epidemiologia da DB em Portugal, compreender os mecanismos subjacentes à sua 
patogénese e a clarificação da sua etiologia.  




Este trabalho visa a procura de marcadores laboratoriais específicos da DB e a 
clarificação dos mecanismos envolvidos na interacção entre a inflamação e o stress 
oxidativo nesta doença. Adicionalmente, visa a procura de potenciais associações entre 
os vários marcadores estudados relacionando-os com a severidade e/ou o estadio da 
doença. 
De forma a atingir estes objectivos, será realizada uma rigorosa caracterização clínica e 
laboratorial dos doentes de Behçet. Neste âmbito, dar-se-á especial atenção à medição 
de marcadores sistémicos de inflamação, de stress oxidativo e do metabolismo do Fe.  
No seu conjunto, os resultados esperados poderão constituir dados valiosos no 



























MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. POPULAÇÃO DE ESTUDO 
 
Para este estudo foram seleccionados 25 indivíduos (16 do sexo feminino e 9 do 
masculino) de idades compreendidas entre os 15 e os 60 anos (média de idade: 42 ± 2 
anos), clinicamente diagnosticados com Doença de Behçet (grupo DB) de acordo com 
as normas internacionais do ISGBD (ver Tabela I, Introdução, capítulo 5 Diagnóstico), 
consulentes do Instituto Português de Reumatologia em seguimento pelo Grupo 
Português de Estudo da Doença de Behçet nessa instituição.  
Paralelamente, foram seleccionados 24 indivíduos dadores de sangue saudáveis (11 do 
sexo feminino e 13 do masculino) com uma média de idade (38 ± 2 anos) semelhante à 
dos doentes, utentes do Hospital Reynaldo dos Santos, constituindo este o grupo 
controlo.  
Todos os voluntários participantes no estudo deram o seu consentimento informado e 
realizaram um inquérito totalmente confidencial o qual permitiu o seu rastreio a fim de 
determinar a sua elegibilidade (Anexos I, II e III). A informação obtida através deste 
meio levou à recolha de dados demográficos e clínicos relevantes para o estudo e 
respeitantes ao estado de saúde geral, hábitos de vida e consumo de medicamentos.  
Este projecto foi efectuado de acordo com a aprovação das comissões de ética das 
instituições onde o mesmo decorreu. 
 
 
2. CLASSIFICAÇÃO DOS DOENTES DE BEHÇET 
 
Na altura de realização do inquérito, os doentes foram classificados de acordo com a 
actividade e gravidade da doença e de acordo com a medicação a que estavam sujeitos.  
A actividade da doença no momento da recolha da amostra biológica foi considerada 
como activa (grupo DBA) ou inactiva (grupo DBI). Os doentes em fase inactiva da 
doença apresentaram ausência de qualquer um dos seguintes sintomas no mês anterior à 
recolha: manifestações mucocutâneas, oculares, articulares, gastrointestinais e/ou 
neurológicas. 
A gravidade da doença foi considerada de acordo com a presença no doentes de 
determinados sintomas indicadores de gravidade ao longo da história da doença. Os 
doentes graves (grupo DBG) apresentavam uveíte posterior ou vasculite retiniana; os 




doentes moderados (grupo DBM) apresentavam flebotrombose profunda dos membros 
inferiores; os doentes ligeiros (grupo DBL) apresentavam lesões mucocutâneas ou 
tromboflebite superficial ou ataques agudos de artrite. 
Por fim, os doentes foram igualmente classificados em grupos distintos consoante 
estivessem sob medicação com azatioprina (grupo DBAza), corticoesteróides (DBCort) 
e/ou colchicina (DBCol).  
Para o estudo da genotipagem do HLA, os doentes foram igualmente agrupados de 
acordo com o histórico da sua sintomatologia: doentes com uveíte (DBuv), doentes com 
artrite (DBart) e doentes com tromboflebite (DBtromb). 
 
 
3. AMOSTRAS UTILIZADAS 
Foram recolhidos cerca de 30 mL de sangue periférico por indivíduo para tubos de 
recolhas específicos (EDTA; heparina-lítio e de soro). As colheitas dos indivíduos 
pertencentes ao grupo controlo tiveram lugar no Hospital Reynaldo dos Santos (Vila 
Franca de Xira), enquanto que as recolhas de amostras dos doentes de Behçet ocorreram 
no Instituto Português de Reumatologia (Lisboa). As recolhas de sangue ocorreram em 
dias faseados uma vez que nos próprios dias era necessário realizar o protocolo de 
citometria de fluxo bem como processar as amostras. Posteriormente, o sangue 
periférico foi processado de acordo com os parâmetros a determinar e com o tipo de 
amostra necessária para análise posterior.  
 
 
4. PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 
4.1 Obtenção de plasma 
Colocaram-se as amostras recolhidas em tubos S-Monovette heparina-lítio na centrífuga 
(Centrifuge 5810R, Eppendorf) a uma rotação de 1811 g durante 10 minutos. O 
sobrenadante obtido (plasma) foi recolhido e armazenado quer a -20 quer a -80ºC para 
análise posterior.  
 
4.2 Obtenção de soro 
Colocaram-se as amostras recolhidas em tubos S-Monovette Serum Gel S na centrífuga 
(Centrifuge 5810R, Eppendorf) a uma rotação de 1811 g durante 10 minutos. O 




sobrenadante obtido (soro) foi recolhido e armazenado quer a -20 quer a -80ºC para 
análise posterior. 
 
4.3 Obtenção de de leucócitos a partir de sangue periférico total 
Colocou-se cerca de 1mL de sangue periférico total fresco colhido em EDTA em 
solução de lise (10mM Tris, 16mM NH4Cl, pH 7.4) durante 10 minutos a 37°C. Após 
uma centrifugação a 1811 g durante 5 minutos a 4ºC, desprezou-se o sobrenadante e 
ressuspendeu-se o pellet composto por leucócitos em PBS com 0.2% BSA. 
 
 
5. PROCEDIMENTOS DOS PARÂMETROS DE CARACTERIZAÇÃO CLÍNICA 
5.1 Caracterização hematológica 
A caracterização hematológica das amostras incluiu a realização de hemograma 
completo (Counter Coulter MAXM). 
 
5.2 Caracterização bioquímica 
A quantificação de alguns marcadores bioquímicos do metabolismo do Fe [Fe sérico, Tf 
e capacidade total de fixação do Fe (CTFF)] foi medida no soro utilizando um 
analisador automático BM/Hitachi (Boehringer) através de testes colorimétricos 
enzimáticos. A quantificação da Ft no soro foi efectuada através de um ensaio 
imunométrico (Immulite analyser). 
 
5.3 Caracterização imunológica 
A quantificação de Cp e da PCR circulantes no soro foi realizada por nefelometria 
utilizando um aparelho Beckman-Immage enquanto que a β2-m por um ensaio 













6. IMUNOFENOTIPAGEM E ESTUDO DA EXPRESSÃO DE CERULOPLASMINA LEUCOCITÁRIA 
Após a obtenção de leucócitos (ver 4.3), distribuiram-se 3x105 células/poço numa caixa 
de cultura de 96 poços de fundo curvo. Para cada indivíduo estudado usaram-se 5 
poços, um como controlo negativo (só células) e os restantes para identificação de 
linfócitos T helper (Th), linfócitos T citotóxicos (Tc), linfócitos B (B), linfócitos 
Natural Killer (NK) e linfócitos NKT (NKT). 
À excepção do controlo negativo, todos os poços foram incubados com anticorpo 
primário: rabbit anti-human Cp (DakoCytomation®, Dinamarca) durante 20 minutos ao 
abrigo da luz. Após centrifugação, lavaram-se os poços com PBS-BSA frio e 
desprezou-se o sobrenadante.  
Adicionou-se a todos os poços (excepto o controlo negativo) o anticorpo secundário 
fluorescente: swine F(ab)2 anti-rabbit-FITC (DakoCytomation®, Dinamarca). 
Para a determinação da intensidade média de fluorescência (IMF) da Cp nas 
subpopulações de linfócitos, foram conjugados juntamente com o anticorpo anti-CD45-
PerCP (marcador de linfócitos) e o anti-CD3-APC (marcador de linfócitos T), os 
seguintes anticorpos: anti-CD19-PE (análise de linfócitos B), anti-CD4-PE (análise de 
linfócitos T-helper), anti-CD8-PE (análise de linfócitos T-citotóxicos) e anti-
CD56/CD16 (análise de células NK e NKT).  
Incubou-se a placa de cultura durante 20 minutos ao abrigo da luz. Repetiu-se a 
lavagem após a primeira incubação e transferiram-se as células para tubos de citómetro 
com 700 µL de FACSFlow (Becton&Dickinson® - BD®).  
A análise por citometria de fluxo foi efectuada num FACSCalibur (BD®) utilizando o 
software CellQuest (BD®). Os resultados foram apresentados em unidades arbitrárias 
(UA) resultant do rácio entre a IMF das células marcadas com os Ac e a IMF das 
células não marcadas da mesma população (controlo negativo). As subpopulações 
identificadas foram designadas de acordo com a expressão dos seus marcadores de 
superfície: linfócitos T-helper (Th): células CD3+CD4+, linfócitos T-citotóxicos: células 
CD3+CD8+, linfócitos B: células CD3-CD19+, linfócitos NK: células CD3-










7. DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DA CONCENTRAÇÃO DE LACTOFERRINA NO SORO 
A determinação quantitativa da concentração de Lf baseou-se na técnica de ELISA 
(Enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando o kit da OxisResearch® 
(BIOXYTECH® Lacto EIA, referência 21015) e de acordo com o procedimento que 
o acompanhava. 
A Lf é capturada por um anticorpo monoclonal existente nas paredes dos poços da 
microplaca. Um segundo anticorpo monoclonal para a Lf com biotina é adicionado de 
forma a ligar-se à Lf capturada anteriormente. Uma solução de estreptavidina-
peroxidase é adicionada de modo a que a estreptavidina se ligue com elevada afinidade 
para a biotina e a peroxidase, após adição de substrato [o-fenilenediamina (OPD)], 
desenvolva cor. As absorvâncias das amostras medidas a 450nm são proporcionais às 
concentrações de Lf presentes nas amostras. 
 
 
8. DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DA CONCENTRAÇÃO DE MIELOPEROXIDASE NO SORO 
A determinação quantitativa da concentração de MPO baseou-se na técnica de ELISA, 
utilizando o kit da OxisResearch® (BIOXYTECH® MPO-EIA, referência 21013) e de 
acordo com o procedimento que o acompanhava. 
A MPO é capturada por um anticorpo monoclonal sendo detectada posteriormente por 
um anticorpo anti-MPO policlonal com biotina. Um conjugado de avidina com fosfatase 
alcalina é adicionado bem como o substrato [p-nitrofenil fosfato (pNPP)] o qual 
desenvolve cor. As absorvâncias das amostras são medidas a 405nm. 
 
 
9. DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DA CONCENTRAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO NO SORO 
A determinação quantitativa da concentração de NO baseou-se num método 
colorimétrico, utilizando o kit da R&D® (referência DE1600) e de acordo com o 
procedimento que o acompanhava. 
Este procedimento determina as concentrações de NO baseado na conversão enzimática 
de nitrato a nitrito pela nitrato reductase. A reacção é seguida de uma detecção 
colorimétrica do nitrito como um produto corante azo da reacção Griess, endo as 
absorvâncias são posteriormente lidas a 540-570nm. 
 
 




10. DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DA CONCENTRAÇÃO DE LIPOPROTEÍNAS DE BAIXA 
DENSIDADE OXIDADAS NO SORO 
A determinação quantitativa da concentração de ox-LDL baseou-se na técnica de 
ELISA, utilizando um kit da Immundiagnostik® (referência K 7810) e de acordo com o 
procedimento que o acompanhava. 
As ox-LDL presentes nas amostras são capturadas por um anticorpo anti-ox-LDL 
existente nas paredes dos poços da microplaca. Posteriormente, um anticorpo conjugado 
com peroxidase é adicionado bem como o substrato para a peroxidase 
(tetrametilbenzidina). As absorvâncias das amostras medidas a 450nm são 
proporcionais às concentrações de ox-LDL presentes nas amostras. 
 
 
11. DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DA CONCENTRAÇÃO DE PERÓXIDOS TOTAIS (TOS) NO 
SORO 
A determinação quantitativa dos TOS baseou-se na técnica de ELISA, utilizando um kit 
da Immundiagnostik® (referência KC 5100) e de acordo com o procedimento que o 
acompanhava. 
A determinação dos peróxidos é obtida através da reacção de uma peroxidase com os 
peróxidos das amostras. Posteriormente, é adicionada tetrametilbenzidina de forma a 
originar um produto colorimétrico e as absorvâncias medidas a 450nm. 
 
 
12. GENOTIPAGEM HLA 
O DNA genómico dos doentes foi extraído a partir de leucócitos de sangue total através 
do método de Salting-Out. Posteriormente, o DNA foi amplificado por Polymerase 
Chain Reaction (PCR) usando primers de sequência específica para os genes HLA-
classe I.  
Este procedimento foi realizado no Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar em 










13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Todos os resultados são apresentados como média ± erro padrão (EP). A análise 
estatística foi realizada usando os testes de Mann-Whitney (para comparação de 
distribuições quando existem dois grupos) e de Kruskall Wallis (para comparação de 
distribuições quando existem mais de dois grupos). Consoante a homogeneirdade das 
populações, as comparações múltiplas entre os diferentes grupos foram realizadas 
usando o teste de Tukey (quando as amostras são homogénas) ou o Dunnett T3 (quando 
as amostras não são homogénas). Valores p≤0,05 foram aceites como estatisticamente 
significativos. Software SPSS Base 14.0 foi usado para realizar todas as análises 































1. CARACTERIZAÇÃO HEMATOLÓGICA 
Os resultados obtidos a partir da realização do hemograma realizado em indivíduos com 
DB e saudáveis encontram-se discriminados na Tabela II. A análise dos dados mostrou 
uma diminuição significativa da concentração de hemoglobina globular média (CHGM; 
p=0,000) e do número total de basófilos (p=0,002) dos doentes comparativamente com 
os controlos. Em particular, foi verificado um aumento significativo do número total de 
glóbulos brancos (GB) e de neutrófilos circulantes no sangue periférico dos indivíduos 
com DB comparativamente com indivíduos saudáveis (p=0,019 e p=0,002, 
respectivamente). 
 
Tabela II: Parâmetros hematológicos medidos em sangue periférico total obtido a partir de doentes de 
Behçet (grupo DB, n=25) e indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). 
Parâmetros hematológicos Grupo Controlo Grupo DB 
GV (x1012/l) 4,66 ± 0,08 4,61 ± 0,10 
Hb (g/dl) 14,29 ± 0,25 13,61 ± 0,29 
Ht (l/l) 40,68 ± 0,57 40,76 ± 0,86 
VGM(fl) 87,33 ± 0,92 88,76 ± 1,39 
HGM (pg) 30,64 ± 0,35 29,65 ± 0,53 
CHGM (g/dl) 35,10 ± 0,28a 33,38 ± 0,13a 
RDW (%) 13,68 ± 0,27 13,47 ± 0,26 
GB (x106/ml) 6,33 ± 0,28b 7,58 ± 0,37b 
Neutrófilos (x106/ml) 3,65 ± 0,19c 4,89 ± 0,30c 
Eosinófilos (x106/ml) 0,19 ± 0,03 0,13 ± 0,02 
Basófilos (x106/ml) 0,04 ± 0,01 d 0,02 ± 0,01d 
Linfócitos (x106/ml) 1,98 ± 0,17 1,98 ± 0,16 
Monócitos (x106/ml) 0,45 ± 0,03 0,53 ± 0,03 
Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. a p= 0,000; b p=0,019; c p=0,002; d p=0,035. 
GV  Glóbulos vermelhos; Hb  hemoglobina; Ht  Hematócrito; VGM  volume globular médio; HGM 
 hemoglobina globular media; CHGM  concentração de hemoglobina globular média;  RDW  Índice 












2. MARCADORES DO METABOLISMO DO FERRO 
Durante os últimos tempos, tem-se assistido ao acumular de evidência demonstrando a 
existência de alterações do metabolismo do Fe em doenças inflamatórias [54]. De modo 
a poder investigar-se o status de Fe em indivíduos com DB e indivíduos saudáveis, 
mediram-se as concentrações de Fe, Tf, Ft e CTFF no soro dos indivíduos pertencentes 
a estes dois grupos de estudo. A comparação dos resultados obtidos através da medição 
destes parâmetros, mostrou que houve um aumento significativo (p=0,000) tanto na Tf 
sérica (251,29±5,98 mg/dl vs 304,64±8,83 mg/dl) como na CTFF (314,17±7,48 mg/dl 
vs 380,80±11,03 mg/dl) no grupo DB comparativamente ao grupo controlo (Fig. 9). No 
entanto, não se verificaram quaisquer dieferenças significativas nas concentrações 
séricas tanto de Fe como de Ft quando comparados estes dois grupos.  
 
 
Figura 9. Parâmetros do metabolismo do Fe medidos no soro de doentes de Behçet (grupo DB, n=25) e 
indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). Fe  ferro; Ft  ferritina; Tf  transferrina; CTFF  





























































3. MARCADORES INFLAMATÓRIOS 
A DB é, por definição, uma doença inflamatória crónica. Neste contexto, determinaram-
se as concentrações séricas de três proteínas envolvidas no processo inflamatório: a Cp, 
a PCR e a β2-m. 
Tal como esperado, os resultados obtidos mostraram que todas as proteínas 
inflamatórias medidas aumentaram significativamente nos doentes de Behçet 
comparativamente com os indivíduos do grupo controlo (Cp: 41,46±2,47 mg/dL vs 
31,30±1,46 mg/dL; PCR: 0,55±0,08 mg/dL vs 0,28±0,06 mg/dL; β2-m: 1286,40±79,23 
µg/L vs 945,49±36,51 µg/L) (Fig. 10).  
 
 
Figura 10. Marcadores inflamatórios medidos no soro de doentes de Behçet (grupo DB, n=25) e 
indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). Cp  ceruloplasmina; PCR  proteína C-reactiva; β2-m  





















































4. EXPRESSÃO DE CERULOPLASMINA À SUPERFÍCIE DE LEUCÓCITOS DE SANGUE 
PERIFÉRICO 
A Cp é descrita como sendo uma proteína que possui funções antioxidantes. O seu papel 
reveste-se de importância muito particular pelo facto de recentemente se ter 
demonstrado sua expressão à superfície de populações leucocitárias do sangue 
periférico humano. Em particular, verificou-se que os linfócitos de sangue periférico 
(LSP) sintetizam as duas isoformas de Cp (a segregada e a ancorada). No entanto, tanto 
quanto se sabe até este momento, não existe qualquer estudo sobre a expressão desta 
proteína em populações leucocitárias de indivíduos com DB. Deste modo e de forma a 
tentar perceber a possível função fisiológica da Cp expressa à superfície das populações 
leucocitárias, estudou-se por citometria de fluxo, a expressão de Cp à superfície dos 
leucócitos de indivíduos do grupo DB e indivíduos do grupo controlo. 
A análise dos dados obtidos mostrou que as células polimorfonucleares apresentaram 
uma maior expressão de Cp à superfície (tanto no grupo controlo como nos doentes de 
Behçet) em comparação com todas as outras subpopulações leucocitárias analisadas 
(Fig. 11). Os linfócitos de sangue periférico apresentaram a menor expressão de Cp de 
entre todas as populações leucocitárias analisadas enquanto que os os monócitos 





















Figura 11. Rácio de intensidade média de fluorescência (IMF) da Cp expressa à superfície de linfócitos 
(LSPCp), células polimorfonucleares (PMNCp) e monócitos (MNCp) de doentes de Behçet (grupo DB, 








Por outro lado, a comparação de expressão da Cp nas várias populações leucocitárias de 
indivíduos com DB com indivíduos saudáveis, mostrou que os monócitos dos doentes 
apresentaram um aumento significativo de expressão desta proteína à sua superfície 
(123,42±6,86 UA vs 103,58±7,71 UA, p=0,024).  
Adicionalmente, a análise da expressão de Cp nas várias subpopulações linfocitárias 
mostrou que os linfócitos NK representaram a subpopulação linfocitária com uma maior 
expressão de Cp à sua superfície (Fig. 12). No entanto, não foram encontradas 
diferenças significativas entre o grupo DB e o grupo controlo ao comparar-se a 

















Figura 12. Rácio da intensidade média de fluorescência (IMF) da Cp expressa por subpopulações 
linfocitárias em doentes de Behçet (grupo DB, n=25) e em indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). 
ThCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos T helper (CD3+CD4+); TcCp  expressão de Cp à 
superfície de linfócitos T citotóxicos (CD3+CD8+); BCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos B 
(CD3-CD19+); NKCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos Natural Killer (CD3-CD56+); NKTCp 
 expressão de Cp à superfície de linfócitos NKT (CD3+CD56+). 
 
 
5. MARCADORES DE ACTIVAÇÃO DE NEUTRÓFILOS 
Em situações inflamatórias, os neutrófilos são mobilizados para os locais de inflamação 
e libertam vários produtos com múltiplas funções, entre as quais bactericidas. Por 
exemplo, a Lf e a MPO são duas proteínas libertadas pelos neutrófilos. Deste modo, de 
forma a investigar-se uma possível hiperreactividade dos neutrófilos na DB, 
determinaram-se as concentrações dessas duas proteínas no soro de indivíduos com DB 
e de indivíduos saudáveis. 




A análise dos dados obtidos mostrou um aumento significativo (p=0,019) da 
concentração de MPO no grupo DB comparativamente ao grupo controlo (Tabela III). 
Contudo, não se encontraram diferenças significativas da concentração de Lf sérica 
medida nos doentes comparativamente aos indivíduos saudáveis. 
 
Tabela III: Marcadores de activação de neutrófilos medidos no soro de doentes de Behçet (grupo DB, 
n=25) e de indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). 
Parâmetros activação 
neutrófilos Grupo Controlo Grupo DB 
Lf (mg/mL) 28,36 ± 3,40 24,06 ± 1,90 
MPO (ng/mL) 1,26 ± 0,23a 1,94 ± 0,37a 




6. MARCADORES SISTÉMICOS DE STRESS OXIDATIVO 
Apesar da etiologia da DB permanecer desconhecida, têm-se vindo a acumular 
evidência da existência de uma situação de stress oxidativo poderá estar implicado na 
sua patogénese. De forma a avaliar o envolvimento de alguns marcadores de stress 
oxidativo nesta patologia estudaram-se em indivíduos com DB e respectivos controlos 
os seguintes parâmetros: NO, ox-LDL e TOS .  
A análise dos dados obtidos mostrou uma diminuição significativa (p=0,039) da 
concentração sérica de NO medida no grupo DB (78,83±7,74 µmol/L) 
comparativamente à medida no grupo controlo (103,42±10,32 µmol/L) (Fig. 13). No 
que diz respeito às oxLDL, verificou-se um aumento da concentração das ox-LDL no 
grupo DB (25,46±6,94 ng/mL) comparativamente ao grupo controlo (15,86±3,60 
ng/mL) apesar de este resultado não ser estatisticamente significativo (Fig. 13). 
Adicionalmente, os níveis de TOS também se mostraram igualmente aumentados no 
grupo DB (354,67±25,52 µmol/L H2O2) comparativamente ao grupo controlo 
(305,86±32,64 µmol/L H2O2), apesar desta diferença não ser estatisticamente relevante 
neste grupo de estudo (Fig. 13). 
 





Figura 13. Marcadores sistémicos de stress oxidativo medidos no soro de doentes de Behçet (grupo DB, 
n=25) e de indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). NO  Óxido Nítrico; ox-LDL  lipoproteínas de 
baixa densidade oxidadas; TOS  peróxidos totais.*: p=0,039. 
 
 
7. GENOTIPAGEM HLA 
Tem sido recorrentemente referido que a etiologia da DB poderá estar associada a uma 
maior predisposição genética dos indivíduos a esta doença. De facto, a susceptibilidade 
à DB tem sido associada a polimorfismos no gene HLA-B, principalmente o HLA-
B*51. Neste contexto, analisaram-se vários locus no gene HLA-B e estudou-se a sua 
possível correlação com a severidade e a sintomatologia da doença. Deste modo, os 
doentes foram classificados em indivíduos com doença: i) grave (DBG); ii) moderado 
(DBM) e iii) ligeiro (DBL), de acordo com a severidade da doença. Por seu turno, os 
doentes foram agrupados em indivíduos com: i) uveíte (DBuv); ii) artrite (DBart) e iii) 


















































A análise dos dado obtidos mostrou que 47,8% dos doentes apresentou o locus HLA-
B*51 o que correspondeu a um aumento significativo (p=0,003) quando comparado 
com indivíduos saudáveis (19,8%; n=1021)∗. A análise da frequência de HLA-B*51 de 
acordo com a sintomatologia da doença não revelou diferenças significativas entre o 
grupo controlo (19,8%) e os grupos DBuv (36,4%, n=4; p=0,244), DBart (44,4%, n=4; 
p=0,085) e o grupo DBtromb (60,0%, n=3; p=0,057). 
No entanto, a análise da frequência de HLA-B*51 consoante a gravidade da doença 
mostrou um aumento significativo (p=0,001) na frequência de HLA-B*51 no grupo 
DBL (75,0%) comparativamente com o grupo controlo (19,8%). Por outro lado, não se 
observaram diferenças estatisticamente significativas quando se comparou o grupo 






















                                                
∗ Dados gentilmente cedidos pelo laboratório de Imunogenética do  Instituto de Ciências Biomédicas 
Abel Salazar da Universidade do Porto. 




8. CARACTERIZAÇÃO LABORATORIAL  DA DB DE ACORDO COM A SUA ACTIVIDADE 
De forma a tentar compreender se a actividade da doença está directamente associada 
com algum dos parâmetros laboratoriais medidos nos indivíduos com DB, agruparam-se 
os doentes de Behçet em dois grupos distintos consoante a actividade da doença: 
indivíduos com doença activa (grupo DBA) e indivíduos com doença inactiva (grupo 
DBI). Posteriormente compararam-se os resultados dos parâmetros laboratoriais 
medidos em cada grupo de doentes e no grupo controlo (Tabela IV). 
 
A análise dos dados obtidos mostrou que, comparativamente ao grupo controlo, o grupo 
DBA apresentou um aumento do número total de glóbulos brancos (p=0,028) e do 
número de neutrófilos circulantes (p=0,021).  
Por outro lado, relativamente aos resultados da determinação dos parâmetros do 
metabolismo do Fe, observou-se um aumento significativo da concentração de Tf no 
soro no grupo DBA e do grupo DBI comparativamente ao grupo controlo (p=0,000 e 
p=0,007, respectivamente). A CTFF também se encontrou significativamente 
aumentada nestes dois grupos (p=0,000 e p=0,007, respectivamente) quando comparada 
com o grupo controlo. 
A análise dos resultados obtidos através da medição dos parâmetros inflamatórios, 
mostrou um aumento significativo (p=0,010) da concentração de Cp sérica no grupo 
DBA (mas não no DBI) comparativamente ao grupo controlo. No entanto, um aumento 
significativo da concentração de β2m foi observado tanto no grupo DBA (p=0,017) 
como no grupo DBI (p=0,002) em comparação com os indivíduos saudáveis. Em 
particular, relativamente à expressão de Cp à superfície dos leucócitos verificou-se um 
aumento significativo (p=0,035) de MNCp no grupo DBA comparativamente ao grupo 
controlo. Não obstante, não se observaram quaisquer diferenças significativas entre o 
grupo DBI e o grupo controlo. Apesar de não ser estatisticamente significativo, é 
importante mencionar que a PMNCp apresentou valores de IMF superiores no grupo 
DBA comparativamente ao grupo controlo e ao grupo DBI. O mesmo padrão de 
expressão (grupo DBA>grupo controlo>grupo DBI) foi observado igualmente na 
LSPCp.  
Por fim, a comparação dos resultados obtidos através da medição das concentrações dos 
marcadores de activação de neutrófilos e de stress oxidativo não revelou diferenças 
estatisticamente significativas entre os três grupos de estudo.  
 




Tabela IV: Resumo dos resultados de caracterização laboratorial de doentes de Behçet com doença activa 
(grupo DBA, n=16), com doença inactiva (grupo DBI, n=9) e indivíduos saudáveis (grupo Controlo, 
n=24). 
Parâmetros Grupo Controlo Grupo DBA Grupo DBI 
Hematológicos    
GB (x106/ml) 6,33 ± 0,28a 7,74 ± 0,52a 7,29 ± 0,45 
Neutrófilos (x106/ml) 3,65 ± 0,19b 5,04 ± 0,28b 4,62 ± 0,35 
Eosinófilos (x106/ml) 0,19 ± 0,03 0,11 ± 0,02 0,17 ± 0,04 
Basófilos (x106/ml) 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,01 ± 0,01 
Linfócitos (x106/ml) 1,98 ± 0,17 2,04 ± 0,22 1,87 ± 0,23 
Monócitos (x106/ml) 0,45 ± 0,03 0,50 ± 0,05 0,59 ± 0,05 
Metabolismo do Fe    
Fe µg/dL 100,88 ± 4,57 106,13 ± 12,34 89,67 ± 8,31 
Ft (ng/dL) 80,19 ± 13,15 85,12 ± 14,80 98,58 ± 29,54 
Tf (mg/dL) 251,29 ± 5,98c,d 307,94 ± 11,22c 298,78 ± 14,92d 
CTFF (mg/dL) 314,17 ± 7,48e,f 385,00 ± 14,04e 373,56 ± 18,64f 
Inflamatórios    
Cp (mg/dL ) 31,30 ± 1,46g 43,41 ± 3,33g 38,00 ± 3,39 
PCR mg/dL 0,28 ± 0,06 0,53 ± 0,10 0,59 ± 0,03 
β2-m (µg/L) 945,49 ± 36,51h,i 1229,01 ± 100,45h 1388,42 ± 129,01i 
Expressão de Cp    
LSPCp (UA) 63,56 ± 7,37 76,43 ± 8,24 53,73 ± 13,87 
PMNCp (UA) 363,44 ± 21,78 425,53 ± 19,95 358,55 ± 34,59 
MNCp (UA) 103,58 ± 7,71j 132,61 ± 6,27j 107,08 ± 14,44 
ThCp (UA) 23,37 ± 3,01 24,92 ± 3,14 17,66 ± 3,12 
TcCp (UA) 26,87 ± 3,27 30,08 ± 2,83 22,64 ± 2,15 
BCp (UA) 77,85 ± 9,02 82,14 ± 15,22 66,51 ± 9,01 
NKCp (UA) 273,31 ± 34,53 283,75 ± 35,18 202,71 ± 59,88 
NKTCp (UA) 42,75 ± 7,20 50,42 ± 4,73 32,72 ± 4,22 
Activação Neutrófilos    
Lf (mg/mL) 28,36 ± 3,40 22,85 ± 2,51 26,21 ± 2,90 
MPO (ng/mL) 1,26 ± 0,23 1,45 ± 0,21 2,82 ± 0,90 
Stress Oxidativo    
NO µmol/L 103,42 ± 10,32 81,45 ± 10,23 74,16 ± 12,09 
ox-LDL (ng/mL) 15,86 ± 3,60 32,76 ± 9,40 8,77 ± 3,12 
TOS (µmol/L H2O2) 305,85 ± 32,64 374,45 ± 30,51 321,70 ± 45,41 
Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. a p= 0,028; b p= 0,021; c p= 0,000; d p= 
0,007; e p= 0,000; f p= 0,007; g p= 0,010; h p= 0,017; i p= 0,002; j p= 0,035. GB  glóbulos brancos; Fe  
ferro; Ft  ferritina; Tf  transferrina; CTFF  capacidade total de fixação do Fe; ). Cp  ceruloplasmina; 
PCR  proteína C-reactiva; β2-m  β2-microglobulina; LSPCp  expressão de Cp à superfície de 
linfócitos de sangue periférico; PMNCp   expressão de Cp à superfície de células polimorfonucleares; 
MNCp  expressão de Cp à superfície de monócitos; ThCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos T 
helper (CD3+CD4+); TcCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos T citotóxicos (CD3+CD8+); BCp  
expressão de Cp à superfície de linfócitos B (CD3-CD19+); NKCp  expressão de Cp à superfície de 
linfócitos Natural Killer (CD3-CD56+); NKTCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos NKT 
(CD3+CD56+); Lf  lactoferrina; MPO  mieloperoxidase; NO  óxido nítrico; ox-LDL  lipoproteínas de 
baixa densidade oxidadas; TOS  peróxidos totais.  
 




9. CARACTERIZAÇÃO LABORATORIAL DA DB DE ACORDO COM A SUA GRAVIDADE 
De forma a investigar a possível influência da gravidade da doença nos parâmetros 
laboratoriais estudados, os doentes de Behçet foram agrupados em três grupos distintos 
de acordo com a gravidade da doença: grupo de indivíduos com doença grave (DBG, 
n=7), grupo de indivíduos com doença moderada (DBM, n=7) e grupo de indivíduos 
com doença ligeira (DBL, n=11). Posteriormente, compararam-se os resultados dos 
parâmetros laboratoriais medidos em cada grupo de doentes e no grupo controlo (Tabela 
V). 
 
A análise dos resultados da determinação dos parâmetros laboratoriais medidos nos 
vários grupos de estudo, mostrou que indivíduos DBL apresentaram um aumento 
significativo (p=0,045) do número total de glóbulos brancos circulantes 
comparativamente ao grupo controlo.  
Por outro lado, a análise dos resultados da medição dos marcadores do metabolismo do 
Fe, mostrou um aumento significativo da Tf sérica ao comparar-se o grupo controlo 
com o grupo DBM (p=0,011) e com o grupo DBL (p=0,000).O mesmo padrão 
observou-se no que diz respeito à CTFF, ao comparar-se o grupo controlo com os 
grupos DBM (p=0,011) e DBL (p=0,000). 
Adicionalmente, a medição sérica das proteínas envolvidas no processo inflamatório 
nestes três grupos de estudo, mostrou a existência de um aumento significativo na 
concentração sérica de Cp no grupo DBL (p=0,001) comparativamente com o grupo de 
indivíduos saudáveis. Contudo, não se encontraram quaisquer dferenças significativas 
na expressão da Cp à superfície dos leucócitos quando se fez a comparação entre 
doentes dos diferentes grupos de severidade e indivíduos saudáveis. 
Por fim, a análise dos resultados obtidos através da medição das concentrações dos 
marcadores de activação de neutrófilos e a dos de stress oxidativo demonstrou não 










Tabela V: Resumo dos resultados de caracterização laboratorial de doentes de Behçet com doença grave 
(grupo DBG, n=7), com doença moderada (grupo DBM, n=7), com doença ligeira (grupo DBL, n=11) e 
de indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). 
Parâmetros Grupo Controlo Grupo DBG Grupo DBM Grupo DBL 
Hematológicos     
GB (x106/ml) 6,33 ± 0,28a 7,41 ± 0,62 7,14 ± 0,86 7,95 ± 0,53a 
Neutrófilos (x106/ml) 3,65 ± 0,19 4,54 ± 0,27 4,74 ± 0,73 5,21 ± 0,49 
Eosinófilos (x106/ml) 0,19 ± 0,03 0,16 ± 0,06 0,10 ± 0,02 0,14 ± 0,02 
Basófilos (x106/ml) 0,04 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,03 ± 0,01 
Linfócitos (x106/ml) 1,98 ± 0,17 2,09 ± 0,48 1,71 ± 0,22 2,08 ± 0,16 
Monócitos (x106/ml) 0,45 ± 0,03 0,59 ± 0,06 0,51 ± 0,07 0,51 ± 0,06 
Metabolismo do Fe     
Fe µg/dL 100,88 ± 4,57 94,00 ± 5,76 86,14 ± 19,93 113,09 ± 14,00 
Ft (ng/dL) 80,19 ± 13,15 81,40 ± 27,63 70,70 ± 20,16 107,67 ± 23,50 
Tf (mg/dL) 251,29 ± 5,98b,c 292,29 ± 15,80 304,43 ± 17,14b 312,64 ± 14,19c
CTFF (mg/dL) 314,17 ± 7,48d,e 365,43 ± 19,72 380,71 ± 21,49d 390,82 ± 17,73e 
Inflamatórios     
Cp (mg/dL ) 31,30 ± 1,46f 36,70 ± 4,20 39,54 ± 4,29 45,71 ± 4,00f 
PCR mg/dL 0,28 ± 0,06 0,62 ± 0,20 0,62 ± 0,21 0,46 ± 0,08 
β2-m (µg/L) 945,49 ± 36,51 1206,29 ± 88,36 1273,16 ± 179,10 1345,81 ± 135,05
Expressão de Cp     
LSPCp (UA) 63,56 ± 7,37 58,33 ± 17,06 68,11 ± 12,68 74,67 ± 10,87 
PMNCp (UA) 363,44 ± 21,78 385,38 ± 27,73 441,75 ± 23,63 385,96 ± 35,16 
MNCp (UA) 103,58 ± 7,71 116,85 ± 11.04 134,44 ± 9,77 120,59 ± 12,73 
ThCp (UA) 23,37 ± 3,01 16,06 ± 4,11 28,25 ± 5,16 22,50 ± 3,05 
TcCp (UA) 26,87 ± 3,27 26,35 ± 2,92 26,42 ± 2,14 28,69 ± 4,26 
BCp (UA) 77,85 ± 9,02 72,40 ± 8,12 71,55 ± 7,63 82,28 ± 22,75 
NKCp (UA) 273,31 ± 34,53 233,42 ± 72,86 261,81 ± 65,90 263,44 ± 40,82 
NKTCp (UA) 42,75 ± 7,20 39,05 ± 5,39 43,57 ± 6,57 47,54 ± 6,81 
Activação Neutrófilos     
Lf (mg/mL) 28,36 ± 3,40 19,48 ± 3,22 23,35 ± 4,20 27,42 ± 2,57 
MPO (ng/mL) 1,26 ± 0,23 1,83 ± 0,24 1,62 ± 0,45 2,22 ± 0,79 
Stress Oxidativo     
NO µmol/L 103,42 ± 10,32 79,29 ± 19,46 79,29 ± 16,11 78,24 ± 9,12 
ox-LDL (ng/mL) 15,86 ± 3,60 32,70 ± 15,20 35,20 ± 20,35 16,20 ± 5,41 
TOS (µmol/L H2O2) 305,85 ± 32,64 359,83 ± 59,85 319,15 ± 54,86 374,45 ± 31,97 
 Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. a p= 0,045; b p= 0,011; c p= 0,000; d p= 
0,011; e p= 0,000; f p= 0,001. GB  glóbulos brancos; Fe  ferro; Ft  ferritina; Tf  transferrina; CTFF  
capacidade total de fixação do Fe; ). Cp  ceruloplasmina; PCR  proteína C-reactiva; β2-m  β2-
microglobulina; LSPCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos de sangue periférico; PMNCp   
expressão de Cp à superfície de células polimorfonucleares; MNCp  expressão de Cp à superfície de 
monócitos; ThCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos T helper (CD3+CD4+); TcCp  expressão 
de Cp à superfície de linfócitos T citotóxicos (CD3+CD8+); BCp  expressão de Cp à superfície de 
linfócitos B (CD3-CD19+); NKCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos Natural Killer (CD3-
CD56+); NKTCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos NKT (CD3+CD56+); Lf  lactoferrina; MPO 
 mieloperoxidase; NO  óxido nítrico; ox-LDL  lipoproteínas de baixa densidade oxidadas; TOS  
peróxidos totais.  
 
 




10. CARACTERIZAÇÃO LABORATORIAL DA DB CONSOANTE A MEDICAÇÃO 
Não obstante ter sido realizado um esforço efectivo no sentido de minimizar os efeitos 
da medicação na caracterização laboratorial dos doentes com DB, investigou-se um 
possível efeito da terapêutica nos parâmetros estudados. É de realçar que só foi 
interrompida a medicação que não prejudicasse o estado de saúde do doente.  
Dos 25 doentes de Behçet participantes neste estudo, 13 doentes (52%) estavam a 
receber tratamento que consistia em azatioprina (28%), colchicina (24%) e/ou 
corticoesteróides (24%). A azatioprina é um imunossupressor utilizado nos casos mais 
graves da doença  enquanto que a colchicina tem uma acção anti-inflamatória potente e 
é um químico muito utilizado em doentes de Behçet com uveítes e/ou artrites. Por seu 
turno, os corticoesteróides são agentes anti-inflamatórios usados no tratamento da 
maioria dos sintomas da DB. Os doentes sob tratamento com colchicina tiveram a 
última toma 48h antes da recolha de amostra excepto um doente que a tomou no mesmo 
dia que a recolha das amostras biológicas. Dos doentes sob tratamento com azatioprina, 
apenas dois a tomaram no dia da colheita enquanto que os restantes cinco doentes foram 
medicados 12h antes da recolha de sangue. Os corticoesteróides foram administrados 
24h antes da recolha das amostras, à excepção de um doente. 
Para efeito da análise de resultados e na tentativa de investigar o efeito dos vários tipos 
de medicação, os doentes foram agrupados em grupos distintos consoante a toma usual 
da medicação: 
i) Grupo Aza  (doentes medicados com azatioprina, n=7) e grupo DBNão-Aza 
(doentes não medicados com azatioprina, n=18); 
ii) Grupo Col  (doentes medicados com colchicina, n=6) e grupo DBNão-Col 
(doentes não medicados com colchicina, n=19); 
iii) Grupo Cort (doentes medicados com corticoesteróides, n=7) e grupo 














Os doentes que não foram medicados com azatioprina apresentaram um aumento 
significativo no número total de glóbulos brancos e de neutrófilos (p=0,013 e p=0,000, 
respectivamente)comparativamente aos indivíduos saudáveis o mesmo sucedendo com 
os doentes não medicados com colchicina (p=0,015 e p=0,003, respectivamente). Os 
doentes não medicados com corticoesteróides apresentaram apenas um aumento 




Marcadores do metabolismo do ferro 
Os três grupos distintos de doentes medicados (com azatioprina, corticoesteróides e/ou 
colchicina) apresentaram um aumento significativo das concentrações de Tf e de CTFF 
em comparação com o grupo controlo (Grupo DBAza vs Grupo Controlo: p=0,017; 
Grupo DBCort vs Grupo Controlo: p=0,002; Grupo DBCol vs Grupo Controlo: 
p=0,025). O mesmo padrão verificou-se com os doentes não medicados com cada uma 
destas terapêuticas relativamente à Tf e CTFF (Grupo DBNão-Aza vs Grupo Controlo: 
p=0,000; Grupo DBNão-Cort vs Grupo Controlo: p=0,000; Grupo DBNão-Col vs Grupo 
Controlo: p=0,000). 
Em resumo, tanto os doentes medicados como os não medicados apresentaram um 
aumento significativo de Tf e CTFF comparativamente aos indivíduos saudáveis. No 




Os doentes não medicados (com azatioprina, corticoesteróides e/ou colchicina), 
comparativamente aos indivíduos saudáveis, apresentaram um aumento significativo 
das concentrações de Cp (p=0,000, p=0,001 e p=0,003, respectivamente), PCR 
(p=0,018, p=0,044 e p=0,046, respectivamente) e β2-m (p=0,002, p=0,001 e p=0,005, 
respectivamente). 
Adicionalmente, os doentes medicados com colchicina apresentaram uma diminuição 
significativa da concentração de Cp comparativamente aos doentes não medicados 
(p=0,015). 
 




Expressão de ceruloplasmina à superfície de leucócitos de sangue periférico 
A expressão de Cp à superfície dos linfócitos dos doentes de Behçet encontrou-se 
significativamente diminuída (p=0,004) nos doentes medicados com azatioprina 





















Figura 14. Rácio de intensidade média de fluorescência (IMF) da Cp expressa à superfície de linfócitos 
(LSPCp), células polimorfonucleares (PMNCp) e monócitos (MNCp) de doentes de Behçet medicados 
com azatioprina (DBAza, n=7), não medicados com azatioprina (DBNão-Aza, n=18) e de indivíduos 
saudáveis (grupo Controlo, n=24); *: p= 0,004.  
 
 
 A análise da expressão da Cp nas várias subpopulações linfocitárias, mostrou que a 
diminuição observada na expressão da Cp à superficie dos LSP do grupo DBAza 
pareceu dever-se quase exclusivamente à diminuição significativa da expressão de Cp 
na subpopulação de linfócitos NK (Fig. 15). De facto, uma diminuição significativa foi 
observada na expressão da Cp à superfície dos linfócitos NK do grupo DBAza 


























Figura 15. Rácio da intensidade mádia de fluorescência (IMF) da Cp à superfície das subpopulações 
linfocitárias de doentes de Behçet medicados com azatioprina (grupo DBAza, n=7), não medicados com 
azatioprina (grupo DBNão-Aza, n=18) e de indivíduos saudáveis (grupo Controlo, n=24). ThCp  
expressão de Cp à superfície de linfócitos T helper (CD3+CD4+); TcCp  expressão de Cp à superfície de 
linfócitos T citotóxicos (CD3+CD8+); BCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos B (CD3-CD19+); 
NKCp  expressão de Cp à superfície de linfócitos Natural Killer (CD3-CD56+); NKTCp  expressão de 
Cp à superfície de linfócitos NKT (CD3+CD56+); *: p= 0,046; **: p= 0,011. 
 
 
Por outro lado, observou-se que os indivíduos não medicados com corticoesteróides 
mostraram um aumento significativo da expressão de Cp à superfície dos monócitos 
(mas não nos LSP nem nas PMN) comparativamente com o grupo controlo (p=0,040; 
dados não mostrados). 
Finalmente, a análise da expressão de Cp à superfície das diferentes populações 
leucocitárias dos doentes medicados (ou não) com colchicina revelou não existirem 
quaisquer diferenças significativas entre os vários grupos estudados. 
 
 
Marcadores de activação de neutrófilos 
Não se observaram quaisquer diferenças significativas nas concentrações de Lf e MPO 
medidas no soro dos indivíduos estudados tendo em conta a comparação realizada em 








Marcadores de stress oxidativo 
Apenas os doentes medicados com corticoesteróides apresentaram uma diminuição 
significativa (p=0,043) da concentração de NO comparativamente aos indivíduos 
saudáveis.  
No entanto, não se verificaram quaisquer diferenças significativas entre indivíduos 
medicados e individuos não medicados quando se fez a comparação das concentrações 



















IMPORTÂNCIA E ACTUALIDADE DO TEMA 
Uma doença designa-se rara quando afecta um número pequeno de indivíduos 
comparativamente com a população em geral. Na Europa comunitária, esta designação 
aplica-se a doenças que afectam uma pessoa em cada 2000, correspondendo a uma 
prevalência de 5:10000 na população em geral.  
A DB é considerada uma doença rara e apresenta uma natureza crónica debilitante e 
invalidante que requer tratamentos continuados e especializados durante toda a vida. O 
facto de ainda não se terem descoberto quaisquer parâmetros laboratoriais específicos 
da doença faz com que o seu diagnóstico seja baseado em critérios clínicos o que 
frequentemente leva a que este seja feito tardiamente. No entanto, recentemente têm 
sido efectuados esforços no sentido de encontrar parâmetros específicos para o 
diagnóstico laboratorial da DB.  
A importância deste trabalho está essencialmente ligada à escassez de estudos na 
população portuguesa com DB. Na verdade, pouco se sabe acerca desta doença em 
Portugal e se a nossa realidade é sobreponível à descrita noutros países. Com este 
trabalho espera-se contribuir para uma melhor caracterização da nossa população de 
doentes com DB, no que respeita principalmente ao papel da inflamação e do stress 
oxidativo na actividade e na gravidade da doença. 
 
LIMITAÇÕES DO TRABALHO 
A amostra de doentes neste trabalho é relativamente reduzida, o que se justifica pelo 
facto de se tratar de uma doença rara no nosso país e por, nesta altura, se estar a fazer o 
recrutamento de doentes através de apenas uma instituição (Instituto Português de 
Reumatologia). A selecção do grupo controlo foi igualmente muito difícil dadas às 
características exigidas que os indivíduos recrutados tinham de apresentar. Infelizmente, 
devido a um orçamento limitado, não foi também possível obter um grupo controlo 
positivo para a doença o qual seria constituído por pessoas com aftas recorrentes bem 
como determinar um número superior de parâmetros antioxidantes. 
Todos os estudos foram realizados no Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge de 
Lisboa o que implicou o transporte de amostras, após a sua recolha, com os riscos que 




lhe são inevitavelmente associados, embora acautelados com todos os cuidados que se 
julgou necessários. 
Como a DB é uma doença multissistémica, os doentes em estudo estavam a fazer 
terapia através da utilização de vários medicamentos pelo que não foi possível analisar o 
efeito isolado de apenas um fármaco sobre os parâmetros estudados. De qualquer forma 
é de salientar que se fez o eticamente possível para minimizar a influência da medicação 
nos resultados obtidos. 
 
 
DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 
 
Caracterização genotípica da população de doentes com DB  
Apesar da etiologia da DB ser ainda desconhecida, há forte evidência da existência da 
associação entre a DB com o HLA-B*51 [4,5]. Apesar desta associação ter sido 
confirmada em todos os grupos étnicos [4], o papel do HLA-B*51 na patogénese da DB 
permanece por esclarecer. Adicionalmente, a associação do HLA-B*51 com um estado 
mais severo da doença e/ou com uma manifestação específica encontra-se por clarificar 
[55]. 
O resultado mais significativo neste estudo quanto à caracterização genotípica dos 
doentes é o aumento significativo da frequência do HLA-B*51 nos indivíduos com DB 
comparativamente com os respectivos controlos, corroborando os resultados obtidos 
anteriormente. 
No que diz respeito à gravidade da doença, apenas os doentes ligeiros apresentaram uma 
frequência de HLA-B*51 significativamente aumentada comparada com os respectivos 
controlos. Tal como em estudos anteriores, estes resultados não demonstraram uma 
associação do HLA-B*51 com um estado mais severo da doença [55]. 
Apesar da ausência de uma diferença estatisticamente significativa na frequência de 
HLA-B*51, todos os grupos sintomáticos apresentaram uma maior frequência deste 
alelo comparativamente com o grupo controlo. 
Em resumo, os resultados obtidos indicam uma associação do HLA-B*51 com a DB e 








Populações leucocitárias e a DB 
A DB é uma doença inflamatória crónica caracterizada por úlceras orogenitais 
recorrentes, lesões cutâneas e uveíte [4]. Adicionalmente, cerca de 25% dos doentes 
com DB desenvolvem complicações vasculares que podem incluir tromboflebite 
superficial, trombose arterial e venosa profunda e formação de aneurismas arteriais. No 
entanto, o mecanismo etiológico subjacente a estas alterações vasculares ainda não se 
encontra esclarecido [56]. Estudos histopatológicos demonstraram que a lesão 
predominate é uma vasculite, afectando tanto a parede dos vasos como os tecidos 
perivasculares [57].  
Estudos anteriores confirmam que várias funções das PMN e monócitos no sangue 
periférico, como a quimiotaxia, a fagocitose, a actividade de enzimas lisossomais e a 
produção de O2-, H2O2, OH e radicais de azoto se encontram elevadas na DB [58,59] e, 
consequentemente, pensa-se que estas funções possam estar correlacionadas com a 
patogénese da doença [59]. Em particular, sabe-se que há alterações nas actividades das 
enzimas incluídas no sistema oxidante/antioxidante das PMN na DB [47]. Devido a 
estas alterações pensa-se que poderá haver um aumento das EROs originando a danos 
tecidulares [59]. A origem de radicais livres na DB ainda não está completamente 
esclarecida mas vários estudos mostraram que a actividade aumentada dos neutrófilos 
leva a uma produção de EROs que podem induzir a peroxidação lipídica [60]. Deste 
modo, os neutrófilos têm frequentemente sido considerados como mediadores de 
eventos prejudiciais aos tecidos em doenças inflamatórias uma vez que produzem maior 
quantidade de EROs nessas condições [47]. Efectivamente, os dados obtidos através 
deste estudo confirmaram um aumento significativo do número total de glóbulos 
brancos e de neutrófilos na DB comparativamente com o grupo controlo. Um aumento 
significativo do número total de neutrófilos foi igualmente verificado no grupo de 
doentes com a doença activa comparativamente ao grupo controlo, o que poderá sugerir 
uma maior produção destas PMN na DB de acordo com actividade da doença.  
Por outro lado, está descrito que os neutrófilos activados libertam quantidades 
substanciais da enzima MPO para os fluídos extracelulares juntamente com a libertação 
de O2- e H2O2 [59]. A reacção catalisada pela MPO, entre o H2O2 e Cl-, pode produzir 
ácido hipocloroso (HOCl) [59]. Este ácido é um poderoso oxidante que rapidamente 
ataca as moléculas biológicas e participa na produção de cloraminas [41,59]. De entre 
os oxidantes produzidos pelos neutrófilos, o HOCl é o que apresenta maior toxicidade e 
maior tempo de semi-vida causando modificações oxidativas ao nível molecular e 




tecidual [59]. Tal como descrito na literatura, neste estudo também se verificou um 
aumento significativo da concentração de MPO no soro de doentes de Behçet 
comparativamente com o de indivíduos saudáveis sugerindo a existência de uma maior 
activação dos neutrófilos nesta doença. 
Os neutrófilos, para além da MPO nos grânulos primários, contêm ainda nos seus 
grânulos secundários outras substâncias entre as quais a Lf [61]. A Lf apresenta várias 
funções incluindo a partipação na regulação da absorção intestinal do Fe, promoção do 
crescimento de células intestinais, protecção contra invasões de agentes externos e 
inibição de citocinas pró-inflamatórias [62-64]. 
Neste estudo verificou-se uma diminuição da concentração da Lf no soro de indivíduos 
com DB comparativamente aos indivíduos saudáveis o que poderá sugerir uma 
diminuição da capacidade antioxidante da Lf  nos doentes de Behçet.  
 
 
Metabolismo do Fe 
Algumas das defesas antioxidantes no organismo humano estão directamente associadas 
à prevenção da participação de iões metálicos em reacções geradoras de espécies 
radicalares. Neste contexto, a Tf e a Cp têm papéis cruciais uma vez que inibem a 
formação de OH dependente de Fe. 
A análise dos dados obtidos neste estudo mostrou não existirem diferenças 
significativas nas concentrações de Fe entre o grupo de doentes comparativamente com 
o grupo controlo. No entanto, um aumento de Ft e de Tf, tal como observado nos dados 
obtidos neste estudo, sugere a existência de um mecanismo compensatório que promova 




A Cp tem sido utilizada como uma medida de reactividade da fase aguda [60]. Durante 
o estado inflamatório, a Cp parece actuar como um antioxidante prevenindo iões 
metálicos de terem um papel catalizador nas reacções geradoras de radicais livres [65] e 
facilitando igualmente a ligação do Fe3+ à Tf. Neste trabalho, a concentração de Cp 
aumentada no soro dos indivíduos com DB comparativamente aos indivíduos saudáveis 
[39] pode ser interpretada como uma resposta protectora face a um possível aumento de 
Fe2+ livre. 




Efectivamente, neste estudo verificou-se um aumento significativo da concentração de 
Cp sérica nos doentes de Behçet comparativamente aos indivíduos saudáveis. A 
concentração de Cp estava igualmente significativamente aumentada nos DBA 
comparativamente aos DBI e ao grupo controlo parecendo reflectir um possível 
mecanismo de resposta compensatória de forma a aumentar a protecção dos doentes 
face aos danos decorrentes do processo inflamatório crónico. 
Adicionalmente, estudos anteriores mostram que a isoforma da Cp ancorada através de 
um grupo glicosilfosfatidilinositol (CpGPI) é expressa em astrócitos [66] e células 
leptomeningeais [67] e exibe um importante papel na manutenção na homeostasia do Fe 
no SNC protegendo-o de lesões por radicais livres mediados por Fe [68]. Recentemente, 
o nosso grupo de investigação demonstrou que os LSP também expressam o transcrito 
da forma CpGPI sugerindo que uma possível função fisiológica desta isoforma possa 
estar associada com a defesa antioxidante contra o stress oxidativo [69].  
Neste estudo, os dados obtidos através do estudo da expressão da Cp à superfície de 
leucócitos por citometria de fluxo revelaram também que as PMN são os leucócitos 
circulantes com maior expressão de Cp à sua superfície, tantos nos indivíduos com DB 
como nos indivíduos saudáveis. Por outro lado, a expressão de Cp à superfície dos 
linfócitos está predominantemente associada à subpopulação das NK. Os neutrófilos e 
os linfócitos NK fazem parte do sistema imunitário inato, estão envolvidos na 
citotoxicidade mediada pelas células e são capazes de produzir e secretar várias enzimas 
e outros produtos capazes de causar danos tecidulares. Neste contexto, pode especular-
se que a expressão de Cp associada à membrana poderá constituir um mecanismo 
citoprotector contra possíveis efeitos deletérios. Efectivamente, estudos anteriores 
mostram que a Cp apresenta um papel antioxidante face às EROs [70,71] podendo ter 
uma função semelhante à da superóxido dismutase com propriedades protectoras 
extracelulares contra os radicais O2- De entre os mecanismos antioxidantes que são 
atribuídos à Cp encontra-se descrita a sua capacidade de inactivar as EROs, de quelatar 
metais pró-oxidantes e de catalisar a oxidação de Fe2+ para a sua forma de Fe3+ não 
tóxica [27,28], prevenindo a formação de radicais OH através da reacção de Fenton. 
Alternativamente, vários estudos demonstraram que a Cp também exibe uma actividade 
pró-oxidante a qual pode causar modificações oxidativas nas LDL [72]. Contrastando 
com as propriedades protectoras da Cp, há evidência da participação da Cp nas 
vasculopatias [73], nomeadamente as relacionadas com a oxidação das LDL [74]. 
Vários estudos indicam que a Cp poderá poderá levar a vias oxidativas na interface 




sangue/vasos [75,76] sugerindo deste modo que a Cp existente nos leucócitos possa 
estar implicada na patofisiologia da DB. De facto, a lesão histopatológica mais comum 
na DB é a vasculite caracterizada por uma infiltração de monócitos e neutrófilos 
[77,78]. Neste contexto, pode-se especular que, alternativamente, a Cp poderá ter um 
papel na patogénese da DB participando em reacções que originarão lesões vasculares.   
Várias citocinas pró-inflamatórias estão envolvidas na indução da síntese da Cp por 
várias células, entre as quais os monócitos [79,80]. Particularmente, vários estudos 
demonstram que a IL-1, IL-6 e o TNF-α encontram-se elevados no soro e no fluído 
cerebroespinal dos indivíduos com DB [6,81] apoiando a hipótese da indução da 
expressão da Cp à superfície dos leucócitos. De facto, neste estudo verificou-se um 
aumento significativo da expressão da Cp à superfície dos monócitos em doentes de 
Behçet comparativamente com indivíduos saudáveis. Em particular, os doentes na fase 
activa mostraram uma maior expressão de Cp nos monócitos circulantes 
comparativamente com os respectivos controlos. De facto, estudos anteriores revelaram 
que monócitos activados de doentes de Behçet durante a fase activa produzem maiores 
quantidades de TNF-α, IL-6, IL-8 [82]. Por outro lado, a diminuição significativa da 
expressão da Cp à superfície dos linfócitos (nomeadamente nos linfócitos NK) no grupo 
DBAza bem como o aumento da expressão da Cp à superfície dos monócitos no grupo 
DBNão-Cort comparativamente ao grupo de indivíduos saudáveis poderão sugerir um 
possível papel pró-oxidante da Cp nesta doença.  
 
 
Marcadores de inflamação 
Para além da Cp, também a PCR e a β2-m são utilizados como marcadores biológicos 
de inflamação. Neste estudo, todos estes parâmetros encontraram-se significativamente 
aumentados no grupo dos doentes de Behçet comparativamente com os indivíduos 
saudáveis. Um aumento significativo da β2-m foi igualmente verificado nos doentes na 
fase activa comparativamente aos indivíduos do grupo controlo.  
Os resultados obtidos relativamente à medicação, demonstraram que os doentes 
medicados apresentaram menores concentrações de de Cp, PCR e β2-m que os doentes 
não medicados. Tais resultados poderão ser explicados dada ao carácter antiinflamatório 
da medicação administrada. Efectivamente, uma das teorias pelas quais os 
glucocorticóides afectam a resposta inflamatória é através da modulação da capacidade 




do endotélio responder aos estímulos inflamatórios, diminuindo a capacidade de 
transcrição e expressão de moléculas aderentes pró-inflamatórias na superfície do 
endotélio [83]. Já a colchicina exerce a sua função antiinflamatória provocando a 
ruptura dos microtúbulos dos neutrófilos inibindo a sua migração aos locais de 
inflamação [84].  
 
 
Marcadores de stress oxidativo 
Neste estudo observou-se uma diminuição significativa da concentração de NO no soro 
de indivíduos com DB comparativamente ao de indivíduos saudáveis. Na literatura há 
estudos que suportam e contradizem estes dados [85,86]. Recentemente, foi reportado 
que uma diminuição das concentrações de NO em doentes com DB poderá estar 
associada a factores genéticos, particularmente a polimorfismos na eNOS associado à 
DB o que poderá contribuir para o desenvolvimento de alterações endoteliais e 
complicações trombóticas nestes doentes [87]. A acção do NO sobre a vasculatura 
apresenta-se como sendo predominantemente antiinflamatória e antiagregadora inibindo 
a adesão de plaquetas e de neutrófilos ao endotélio [20,86,87].  
Outra razão para que a concentração de NO esteja diminuída nos doentes de Behçet 
poderá estar ligada a uma possível interacção do NO com o anião O2- 
predominantemente sintetizado pelos leucócitos de forma a originar ONOO- o qual é 
um poderoso agente oxidante que provoca danos graves nas moléculas biológicas 
[86,87]. Neste caso, a disfunção endotelial verificada na DB poderá dever-se à redução 
da biodisponibilidade de NO conduzindo à vasoconstrição, agregação de plaquetas e 
adesão de células ao endotélio. No entanto, não se deve excluir a acção das citocinas 
inflamatórias, dos anticorpos anti-células endoteliais ou de vasoconstritores que poderão 
igualmente provocar a disfunção endotelial na DB [56].  
Outro possível factor que pode explicar uma diminuição das concentrações de NO nos 
doentes de Behçet diz respeito às LDL modificadas. De facto, vários estudos sugeriram 
que as ox-LDL, as quais são consideradas um factor chave no desenvolvimento de 
aterosclerose, poderão promover e perpetuar o processo inflamatório comprometendo a 
disponibilida de NO endotelial [88]. 
Estudos anteriores sugerem que os danos endoteliais e a actividade aumentada das PMN 
poderão originar um ambiente pró-oxidante na região subendotelial [89]. Tal sugere que 
reacções iniciadas pela MPO libertada pelos neutrófilos possam estar envolvidas na 




formação de danos a nível endotelial. De facto, a MPO catalisa uma reacção que resulta 
na formação de HOCl, o qual é um oxidante potente que, in vivo, é capaz de oxidar as 
LDL e consequentemente diminuir a síntese de NO [90]. Portanto, o aumento do stress 
oxidativo, juntamente com uma possível diminuição das defesas antioxidantes, resulta 
na oxidação e modificação de lípidos e lipoproteínas, especialmente das LDL [91].  
Vários estudos reportam alterações nos lípidos e lipoproteínas nos doentes com DB e 
especialmente um aumento da susceptibilidade oxidativa das LDL nesta doença [46]. 
De acordo com o esperado, foi verificado neste estudo um aumento da concentração de 
ox-LDL no soro de indivíduos com DB comparativamente ao de indivíduos saudáveis, 
apesar de tal não ser estatisticamente significativo. Tal como descrito anteriormente 
[89], os doentes na fase activa da doença apresentaram um aumento das concentrações 
de ox-LDL comparativamente ao grupo controlo e ao grupo de doentes na fase inactiva, 
apesar desta diferença não ser estatisticamente significativa. Neste contexto, as ox-LDL 
poderão ser consideradas como um possível marcador de actividade da doença [46]. 
Neste estudo foram igualmente medidos os TOS como uma medida de avaliação global 
do stress oxidativo. Os resultados obtidos mostraram que as concentrações de TOS 
encontraram-se aumentadas no soro de indivíduos com DB comparativamente ao de 
indivíduos saudáveis, suportando resultados anteriores [41]. À semelhança do que se 
observou com as ox-LDL, também as concentrações de TOS aumentaram no grupo de 
doentes na fase activa, o que poderá reforçar o carácter de inflamação crónica e 
concomitante presença de stress oxidativo observado na DB. 
Na generalidade, a medicação não pareceu exercer nenhum efeito significativo sobre os 
parâmetros de stress oxidativo medidos. No entanto, é de realçar que, de acordo com o 
poder antiinflamatório da medicação, os doentes medicados apresentaram concentrações 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Em termos gerais, os resultados obtidos neste trabalho mostram um aumento da resposta 
inflamatória e do stress oxidativo nos doentes de Behçet comparativamente com os 
indivíduos saudáveis. Com efeito, verificou-se existir uma concordância entre os 
resultados laboratoriais e a sintomatologia clínica apresentada pelos doentes. 
Este trabalho, relacionando a abordagem clínica e laboratorial em conjunto, abre assim 
perspectivas de trabalho futuras nomeadamente no que respeita ao estudo de 
polimorfismos de alguns parâmetros estudados, como por exemplo o NO. Parece ser 
igualmente importante estudar mais aprofundadamente a expressão da Cp à superfície 
dos leucócitos dos doentes de Behçet a qual é tecnicamente inovadora podendo 
contribuir decisivamente para o esclarecimento do envolvimento desta proteína de fase 
aguda na patogénese da DB. Em particular, é crucial alargar este estudo a um maior 
número de doentes de forma a comprovar se a expressão da Cp à superfície dos 
monócitos poderá constituir um marcador efectivo da actividade da doença. 
Adicionalmente, estes estudos poderão elucidar o papel fisiológico da função da Cp 
ancorada à superfície das células a qual continua por esclarecer em definitivo, 
nomeadamente o esclarecimento do seu papel antioxidante ou pró-oxidante nesta 
patologia. 
Seria igualmente interessante estudar o significado fisiológico do aumento da 
concentração de Cp e Tf séricas bem como a diminuição acentuada da concentração de 
NO no soro observada nos doentes com DB. Por outro lado, o aumento sistemático das 
ox-LDL no soro dos doentes de Behçet também deveria ser estudado futuramente em 
conjugação com a pesquisa de anticorpos contra as LDL modificadas tendo em 
consideração o carácter autoimune da DB. 
Por fim, revela-se ainda essencial o alargamento do estudo a um maior número de 
doentes relativamente à quantificação de elementos essenciais, alguns dos quais 
funcionam como co-factores de enzimas participantes na defesa antioxidante do 
organismo. Este estudo já foi iniciado no decurso deste trabalho mas, tratando-se de 
uma técnica morosa, exigente e dispendiosa, não foi possível alargá-lo por enquanto a 
todos os indivíduos participantes neste estudo. No entanto, a obtenção destes resultados 
revela-se de extrema importância uma vez que muitos destes elementos são cruciais 
para o esclarecimento da função de muitas proteínas envolvidas no processo de defesa 
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contra o stress oxidativo e poderá elucidar-nos sobre o seu papel na fisiopatologia da 
DB. 
Em resumo, os dados obtidos durante este trabalho apontam para o envolvimento da 
inflamação e do stress oxidativo na patofisiologia da DB. Por outro lado, este estudo 
contribuiu igualmente para uma melhor caracterização da população portuguesa com 
DB uma vez que são escassos os estudos sobre esta doença no nosso país. A relevância 
do papel desempenhado por alguns parâmetros analisados aponta para a necessidade de 
estudos posteriores mais aprofundados de forma a esclarecer quais os mecanismos 
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INFLAMAÇÃO E STRESS OXIDATIVO NA DOENÇA DE BEHÇET 
 
 
                                                 DATA DA ENTREVISTA      !!      !!   !!!!  
                                                       dia  mês      ano  
                   NÚMERO REFERÊNCIA UTENTE !!!!!!!!!!!!! 
 
A Doença de Behçet (DB) é uma doença inflamatória crónica de etiologia ainda desconhecida. 
É caracterizada pela existência de episódios recorrentes de aftas orogenitais, lesões na pele, 
vasculite sistémica e trombose sistémica e retiniana. Presentemente não é conhecida qualquer 
associação directa entre esta patologia e marcadores laboratoriais específicos. Assim, esta 
doença é predominantemente caracterizada através de dados clínicos e, em certos casos, pela 
análise de marcadores não específicos de inflamação.  
O objectivo principal deste trabalho consiste na procura da existência de uma potencial 
associação entre o balanço pró-oxidante/antioxidante e o status inflamatório usando a Doença de 
Behçet como modelo de estudo. Para tal, irá proceder-se a uma caracterização hematológica, 
bioquímica, imunológica e molecular das amostras recolhidas. 
Para levar a bom termo estes estudos, é necessário comparar o que se passa nas células do 
sangue de indivíduos doentes e de indivíduos saudáveis. Deste modo, vimos pedir a sua 
participação neste estudo que passa pela realização deste inquérito, totalmente confidencial, e  
pela sua autorização para a recolha de uma amostra de sangue que será utilizada apenas para 
trabalhos de investigação acima referidos. 
Estes estudos são confidenciais e o seu anonimato está assegurado de acordo com as normas 
éticas dos estudos genéticos: os dados referentes à sua identidade não constarão das bases de 
dados do estudo. Apenas pedimos informação sobre a sua idade, etnia e sexo, e sobre alguns 
factos relativamente à sua saúde. 
 
DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO INFORMADO: 
Declaro que fui informado dos objectivos do projecto Balanço redox e inflamação na doença 
de Behçet e concordo em participar nele através da contribuição de uma amostra de sangue e 
da realização de um inquérito, sabendo que a informação que presto será tratada 
confidencialmente pelo Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge apenas para os fins a que 
este estudo se propõe sendo que, em qualquer altura, poderei decidir suspender a minha 
participação. 
 
NOME   
 
   !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! 
    
DATA DE NASCIMENTO        !!      !!   !!!! 
 
                 dia        mês      ano 
 
NATURALIDADE       !!!!!!!!!!!!!!!!!!!! 
 










































IMPORTANTE! Caso se inclua num dos seguintes grupos à frente descritos, agradecemos 
a sua disponibilidade mas não será necessário realizar este inquérito nem doar sangue. 
• Se teve/tem uveite (inflamação grave nos olhos); 
• Se teve/tem tromboflebite ou fleubotrombose;  
• Se teve/tem aftas recorrentes (mais de 3 vezes por ano);  
• Se possui tensão arterial elevada;  
• Se tem diabetes; 
• Se toma a pílula;  
• Se toma suplementos vitamínicos; 
• Se fuma; 
• Se ingeriu/ingere drogas;  




1. DATA DO INQUÉRITO: ___ / ___ / ___   
 
2. NÚMERO DE REFERÊNCIA DO UTENTE: ______________     
 
    NÚMERO DE REFERÊNCIA DO PROJECTO: ____________ 
 
3. SEXO: 
 □- Masculino       □ - Feminino 
 
4. IDADE: _____  anos 
 
5. TEM TENSÃO ALTA OU ESTÁ A TOMAR, OU TOMOU NAS ÚLTIMAS DUAS 
SEMANAS, ALGUM MEDICAMENTO PARA A TENSÃO ALTA?     
□- Sim    □ - Não 
 
6. FUMA ACTUALMENTE?  
□  Sim    Se sim, não é necessário responder às        
      restantes questões 
     □ - Não 
 
7. FAZ ACTUALMENTE ALGUMA DIETA RECEITADA PELO MÉDICO PARA BAIXAR 
O COLESTEROL?  
   □ - Sim    
    □ - Não 
    □ - Não sabe 
 
8. FAZ UMA DIETA REGULAR EQUILIBRADA (INGERE, PELO MENOS, UMA VEZ 
POR DIA LEGUMES E FRUTA)? 
□ - Sim   □ - Não 
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8. ESTÁ A TOMAR, OU TOMOU NAS ÚLTIMAS DUAS SEMANAS ALGUM 
MEDICAMENTO PARA BAIXAR O COLESTEROL? 
 
 □ - Sim   
    □ - Não 
    □ - Não tem a certeza 
    □ - Não sabe 
 
a) SE RESPONDEU SIM, INDIQUE O SEU NOME ______________ 
 
9. TEM DIABETES?   
□  Sim   Se sim, não é necessário responder às        
      restantes questões 
    □ - Não 
    □ - Não sabe 
 
10. TEM CONHECIMENTO DE TER ALGUMA DOENÇA CRÓNICA? 
 
Doença reumática □  Sim □  Não               se sim, qual? ____        
 Doença sanguínea □  Sim □  Não               se sim, qual? ____        
Doença de pele (lesões graves)    □ Sim  □ Não   se sim, qual? ___        
Doença gastrointestinal □  Sim □  Não       se sim, qual? ____                
Doença nos rins □  Sim  □  Não                  se sim, qual? ____                
Doença respiratória □  Sim □  Não             se sim, qual? ____                   
Doença doença cardíaca □  Sim □  Não       se sim, qual? ____                   
Doença neurológica □  Sim □  Não              se sim, qual? ____                   
 
11. TOMA MEDICAMENTOS QUE AINDA NÃO TENHA DITO? QUAIS SÃO? 









12. ESTÁ A TOMAR, OU TOMOU DURANTE OS ÚLTIMOS DOIS MESES, A PÍLULA 
(COMPRIMIDOS OU INJECÇÕES PARA NÃO ENGRAVIDAR)? 
 
  □  Sim  □ - Não 
 
 
13. JÁ SE ENCONTRA NA FASE DE MENOPAUSA? 
  
    □  Sim    Se sim, com que idade surgiu?__ 
□  Não 
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PROTOCOLO DE DOENÇA DE BEHÇET 
 
Nome (iniciais) ______ Nº Processo _________                       Data _______ 
Idade ____                                     Sexo ____                                      Raça ______ 
 
 
Critérios de diagnóstico 
 
 Critérios de Diagnóstico Data/Início Gravidade Frequência 
  Uveíte       
  Lesões cutâneas      
     Pseudofolicular       
     Eritema Nodoso      
     Pápulo-pustulosas       
     Outras      
  Aftas orais       
  Aftas/Úlceras genitais      
  Teste Patérgico positivo       
 
 
Outras manifestações da doença 
 
 Outras manifestações Data/Início Gravidade Frequência 
  Artrite       
  Lesões vasculares       
     Tromboflebite       
     Arteriais/aneurisma       
  Neurológicas       




Doença autoimune: não -    sim -  
Doença endócrina: diabetes -   tiróide -     (_____________________) 
Doenças cardiovasculares: _______________________ 
Doenças metabólicas: gota -   condrocalcinose -    osteoporose -    _____________ 
Doenças pulmonares: _____________________________________________________ 
Doenças gastrointestinais: _________________________________________________ 
Doenças genito-urinárias: _________________________________________________ 
Menarca ________  Menopausa ________ Gesta ___  Para ____  Pílula: não -  sim -  
Álcool ___________________________________    Tabaco _____________________ 




______________________    ______________________    ______________________ 
______________________    ______________________    ______________________ 
______________________    ______________________    ______________________ 
______________________    ______________________    ______________________ 




Doença autoimune: ______________________________________________________ 
Doença de Behçet: _______________________________________________________ 
Aftose oral recorrente: ____________________________________________________ 
 
 




doença Data última crise Terapêutica 
  Artrite     
  Uveíte     
  Lesões cutâneas     
     a)     
     b)     
  Aftas orais     
  Aftas genitais     
  Tromboflebite     
     Superficial     
     Profunda     
  Manif. Neurológicas     
  Outras     
 
 
Infecções recentes: não -    sim -    (_____________________________________) 
 
 
Medicação actual para Doença de Behçet: 
 
 Fármaco Dose Motivo Última data 
  Tópicos      
  Colchicina       
  Ciclosporina      
  Azatioprina       
  Infliximab      
  α - interferão       
  Metotrexato      
  Salazopirina       
  AINEs      
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DOENÇA DE BEHÇET E CERULOPLASMINA LINFOCITÁRIA* 
 
Oliveira, R.1, Banha, J.1,Martins, F. 1, Pereira, D.2, Barcelos, F.3, Teixeira, A. 3,  
Vaz Patto, J.3 and Costa, L.1 
 
1 Instituto Nacional de Saúde Dr Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal. 
2 Serviço Imuno-terapia, Hospital Reynaldo dos Santos, Vila Franca de Xira. 
3 Instituto Português de Reumatologia, Lisboa, Portugal. 
 
A Doença de Behçet (DB) é uma doença crónica rara de natureza inflamatória. Embora a sua 
etiologia ainda seja desconhecida, um desequilíbrio no balanço pró-oxidante/antioxidante parece 
ser importante para a sua patogénese. A ceruloplasmina (Cp) é uma proteína de cobre (Cu) com 
um papel relevante no metabolismo do ferro (Fe) devido principalmente à sua actividade 
ferroxidásica. A demonstração da capacidade de síntese da Cp por linfócitos de sangue 
periférico de humanos e a expressão desta proteína à sua superfície (PBLCp) apontam para a 
existência de uma relação estreita entre Sistema Imunológico (SI), a homeostasia do Cu/ Fe e o 
stress oxidativo. De modo a investigar um possível papel da Cp na patogénese da DB, estudou-
se por citometria de fluxo a expressão da PBLCp em indivíduos com DB de ambos os sexos 
(n=10) e em controlos saudáveis (n=10) do mesmo sexo dos doentes e com idades aproximadas. 
Marcadores hematológicos (hemograma) e bioquímicos do metabolismo do Fe (Cp, Fe, 
ferritina, transferrina séricas; capacidade total de fixação do Fe, saturação de transferrina) bem 
como marcadores inespecíficos de inflamação (PCR) foram medidos em todos os indivíduos 
participantes neste estudo. Tal como esperado, os níveis de PCR nos indivíduos com DB 
mostraram-se significativamente aumentados comparativamente com os medidos nos controlos 
(p=0,01). Apesar da ausência de diferenças significativas entre os dois grupos de estudo 
relativamente à quantificação da Cp no soro, foi encontrada uma diferença estatisticamente 
significativa na PBLCp (p=0,005) medida nos doentes comparativamente com os respectivos 
controlos (48±24 UA vs 78±34 UA). Em particular, estes resultados traduziram o decréscimo 
significativo da expressão de Cp à superfície de linfócitos CD56+ dos doentes 
comparativamente aos controlos (164±118 UA vs 324±173 UA). De acordo com estes dados, 
sugere-se que a defesa antioxidante associada à diminuição da expressão da PBLCp poderá estar 
comprometida na DB. Funções particulares da resposta imune directamente ligadas a 
subpopulações de linfócitos específicas (como os linfócitos CD56+) poderão ter um papel 
importante na fisiopatologia desta doença. 
 
                                                
* Apresentação oral apresentada no XIII Congresso Português de Reumatologia, Açores, Portugal (2006).  
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Background: Behcet's disease (BD) is a rare chronic inflammatory disease. The aetiology of 
BD is not clarified. However, increased oxidative stress seems to be important to its 
pathogenesis. Ceruloplasmin (Cp) is an acute phase reactant involved in iron (Fe) and copper 
(Cu) metabolism with antioxidant properties. Previously, our group showed peripheral blood 
lymphocytes (PBL) synthesize and secrete Cp into the extracellular medium. In this context, we 
propose a close relationship between the immune system, Cu/Fe homeostasis and oxidative 
stress and we used BD to test this hypothesis. 
Objectives: To search for a putative physiologic role of Cp in the pathogenesis of BD. 
Methods: Serum Cp and Cp surface expression on PBL (PBLCp) obtained from BD patients of 
both genders (n=10) and matching gender-age controls (n=10) were measured using 
nephelometry and flow cytometry techniques, respectively. Also, haemogram, biochemical 
markers of Fe/Cu metabolism and non specific markers of inflammation (CRP) were measured 
in all samples, using routine standard procedures. 
Results and Conclusions: Cytometry results showed a significant decrease in Cp expressed on 
PBL surface (p=0,005) in BD patients comparatively to controls (48±24 AU vs 78±34 AU). 
These results are associated with the significant decrease (p=0,01) of Cp surface expression on 
CD56+ lymphocytes from patients (164±118 AU vs 324±173AU). Also, CRP was significantly 
increased in the group of patients (p=0,01). However, when comparing serum Cp, there was no 
significant difference between the two groups. 






                                                
 Poster apresentado no I Dia do Jovem Investigador do Instituto Nacional de Saúde Dr Ricardo Jorge, 
Lisboa (2006). Prémio de melhor poster na categoria de estagiário.  
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Background: Behçets disease (BD) is a rare chronic inflammatory disorder of unknown 
etiology. However, it has been postulated that a dysregulation of the oxidant/antioxidant balance 
may be important to its pathogenesis. Ceruloplasmin (Cp) is a multi-copper (Cu) oxidase with a 
relevant role in iron (Fe) metabolism because its ferroxidase activity and thus preventing 
oxidative stress. Cp is increased in inflammation and infection suggesting that it can act both as 
an antioxidant and an acute phase reactant. Our previous studies showed Cp is endogenously 
synthesized by peripheral blood lymphocytes (PBL) indicating a close relationship in the 
interaction between immune system and Cu/Fe homeostasis. 
Objectives: The objective of this work was to investigate a putative role of Cp in the 
pathogenesis of BD.  
Methods: In order to achieve this goal, we measured serum Cp and Cp surface expression on 
PBL (PBLCp) obtained from BD patients from both genders (n=10) and gender-age controls 
(n=10) using nephelometry and flow cytometry techniques, respectively. Haematological 
parameters (hemogram) and biochemical Fe metabolism markers (serum Fe, serum ferritin, 
serum transferrin, total iron binding capacity, Tf saturation) as well as non specific markers of 
inflammation (PCR) were measured in samples obtained from all individuals participating in the 
study.   
Results: As expected, PCR measured in the group of patients was significantly increased 
comparatively to controls (p=0,01). Despite the absence of significant differences between the 
two groups of study when comparing serum Cp, a significant difference in Cp expressed on 
PBL surface (p=0,005) was found in BD patients comparatively to respective controls (48±24 
AU vs 78±34 AU). Noteworthy, the results obtained were due to the significant decrease 
(p=0,01) of Cp surface expression on CD56+ lymphocytes isolated from patients comparatively 
to respective controls (164±118 AU vs 324±173 AU).   
                                                




Conclusion: According to these data, we suggest antioxidant defence associated with PBLCp 
may be insufficient and impaired in BD. Particular functions of immune response associated 



































ASSOCIATION OF HLA-B*51 WITH BEHÇETS DISEASE: REPORT OF 23 
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Objective: To study the possible genetic predisposition of specific human leukocyte antigen 
(HLA) class I allele (B*51) to Behçets disease (BD) according to symptomology and disease 
severity.  
Patients and Methods: Twenty-three BD patients and one thousand and twenty one controls 
recruited from the central and southern region of Portugal were studied. Patients were classified 
according to clinical severity: severe group [n=6] included patients with posterior uveitis or 
retinal vasculitis; moderate group [n=7] patients with lower limbs deep phlebothrombosis or 
anterior uveitis and mild group [n=8] patients with mucocutaneous lesions or superficial 
thrombophlebitis or acute attacks of arthritis. Also, BD patients were classified according to the 
presence of the following symptoms: uveitis [n=11], arthritis [n=9] and thrombophlebitis [n=5]. 
HLA-B*51 allele was identified by polymerase chain reaction with sequence-specific primers. 
Statistical comparisons were performed by chi-square and Fishers exact test.   
Results: As expected, BD patients showed a higher frequency of HLA-B*51 when compared to 
controls (47.8% vs 19.8%, OR= 3.72, p=0.003). Concerning disease severity, mild BD group 
showed a significantly higher frequency of HLA-B*51 when compared with controls (75.0% vs 
19.8%, OR=12.16, p=0.001). However, severe and moderate BD groups showed no statistically 
significant differences when compared to controls.   
Despite the absence of statistically significant differences in the frequencies of HLA-B*51 
between BD uveitis, BD arthritis or BD thrombophlebitis compared to controls, all BD groups 
showed a higher frequency of this allele. 
Conclusions: These results confirm the strong association of HLA-B*51 with BD and suggest 
an association of HLA-B*51 only to mild BD 
 
                                                
§ Poster apresentado na 12ª Conferência Internacional da Doença de Behçet, Lisboa, Portugal (2006). 
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Objective: To study the role of ceruloplasmin (Cp) expressed at the surface of peripheral blood 
leukocytes (LCP) in the pathophysiology of Behçets disease (BD). 
Patients and Methods: Twenty five BD patients (eleven women and fourteen men, 42.3±10.9 
years) and twenty four controls (eleven women and thirteen men, 37.9±9.6 years) were studied. 
BD patients were classified according to the disease activity at the time of sample collection as 
active (BDA, n=15) or inactive (BDI, n=9). Haematological parameters (haemogram), markers 
of Fe metabolism (Fe, Tf, TIBC, Ft, Tf saturation) and inflammation (PCR, β2-m) were 
measured in samples obtained from all individuals. Also, serum Cp and LCp were measured 
using nephelometry and flow cytometry techniques, respectively.  
Results: A significant increase of WBC (p=0.018), total number of neutrophils (p=0.002), 
serum concentrations of β2-m (p=0.018) and CP (p=0.033) was found in BDA patients 
comparatively to controls. Also, flow cytometry analysis showed Cp expression at the surface of 
granulocytes (431.4±78.9AU vs 333.4±97.6 AU, p=0.011) and monocytes (130.6±24.6 AU vs 
101.9±40.0 AU, p=0.017) was significantly higher in BDA patients compared to controls. 
Furthermore, BDI patients showed a significant decrease of Cp surface expression at peripheral 
blood lymphocytes (53.7±41.6 AU vs 80.1±30.6 AU, p=0.040) and TNK cells (32.7±12.7 AU 
vs 52.2±18.2 AU, p=0.008) comparatively to BDA patients. Noteworthy, no significant 
differences in Cp surface expression at the different leukocyte populations were found when 
comparing BDI patients to controls.  
Conclusions: According to these results, we suggest expression of CP at peripheral blood 
leukocytes surface could be used as a biomarker of disease activity in BD. 
 
 
                                                
** Comunicação oral apresentada na 12ª Conferência Internacional da Doença de Behçet, Lisboa, Portugal 
(2006). 
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Background: Behçet's disease (BD) is a rare chronic inflammatory disease with unclear 
aetiology. However, increased oxidative stress seems to be important to its pathogenesis. 
Particularly, iron (Fe) homeostasis is often disturbed in inflammatory conditions which may 
result in free radical formation. 
Objectives: To search for a relationship between clinical severity and Fe status and/or 
inflammatory response in BD patients. 
Methods: Twenty-five BD patients (11 women and 14 men, 42.3±10.9 years) and twenty-four 
controls (11 women and 13 men, 37.9±9.6 years) were studied. Patients were classified 
according to clinical severity in: severe group [n=7] including the patients with posterior uveitis 
or retinal vasculitis; moderate group [n=7] patients with lower limbs deep phlebothrombosis or 
anterior uveitis and mild group [n=11] patients with mucocutaneous lesions or superficial 
thrombophlebitis or acute attacks of arthritis. Haematological parameters (haemogram), markers 
of Fe metabolism [Fe, transferrin (Tf), total iron binding capacity (TIBC), ferritin (Ft), Tf 
saturation] and inflammation [C-Reactive protein (CRP), β2-microglobulin (β2-m)] were 
measured in serum samples obtained from all individuals using standard routine techniques. 
Also, serum ceruloplasmin (Cp) and Cp surface expression in peripheral blood leukocytes were 
measured using nephelometry and flow cytometry, respectively.  
Results: The comparative analysis of all the parameters measured showed significant 
differences between the four groups of study in total number of neuthrophils, serum Tf, TIBC, 
serum Cp and β2-m. Particularly, a significant increase of Tf and Cp concentration in serum was 
observed when comparing controls with mild BD patients (256,64±10,32 mg/dL vs 
304,43±17,14mg/dL, p<0,000 and 32,28±1,57 mg/dL vs 45,71±4,00 mg/dL, p=0.001 
respectively). Interestingly, the increase observed in the concentration of these two antioxidant 
circulating proteins was higher in the mild group and diminished according to the increase of 
                                                
 Abstract aceite para Abstract book do Annual European Congress of Rheumatology (EULAR), 
Barcelona, Espanha (2007). 
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the severity of the disease. Moreover, the same pattern of response was observed when 
analysing the surface expression of CP on leukocytes: although not significant, flow cytometry 
analysis showed a general increase of CP expression when comparing the three clinical BD 
groups with controls. However, a successive decrease of CP expression from mild to moderate 
and to severe BD group was found in peripheral blood lymphocytes and monocytes. 
Conclusions: According to this study, the increase of serum Tf, circulating Cp and Cp 
expressed at peripheral blood leukocytes surface observed in patients comparatively to controls 
suggests a possible mechanism to increase antioxidant defences in BD. Furthermore, severe 
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Ceruloplasmin (CP) is a multicopper oxidase involved in the acute phase reaction to stress. 
Although the physiological role of CP is uncertain, its role in iron (Fe) homeostasis and 
protection against free radical-initiated cell injury has been widely documented. Previous 
studies showed the existence of two molecular isoforms of CP: secreted CP (sCP) and a 
membrane glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored form of CP (GPI-CP). sCP is produced 
mainly by the liver and is abundant in human serum whereas GPI-CP is expressed in 
mammalian astrocytes, rat leptomeningeal cells, and Sertolli cells. Herein, we show using RT-
PCR that human peripheral blood lymphocytes (huPBL) constitutively express the transcripts 
for both CP molecular isoforms previously reported. Also, expression of CP in huPBL is 
demonstrated by immunofluorescence with confocal microscopy and flow cytometry analysis 
using cells isolated from healthy blood donors with normal Fe status. Importantly, the results 
obtained show that natural killer cells have a significantly higher CP expression compared to all 
other major lymphocyte subsets. In this context, the involvement of lymphocyte-derived CP on 
host defense processes via its anti/prooxidant properties is proposed, giving further support for a 
close functional interaction between the immune system and the Fe metabolism.  
 
Keywords: Ceruloplasmin; Peripheral blood lymphocytes; Iron; Copper; NK cells  
Abbreviations: CP, ceruloplasmin; CTL, cytotoxic T lymphocyte; Cu, copper; Fe, iron; Ft, 
ferritin; GPI-CP, membrane glycosylphosphatidylinositol-anchored ceruloplasmin; HBSS, 
Hank's balanced salt solution; HH, hereditary hemochromatosis; huPBL, human peripheral 
blood lymphocytes; huPBMn, human peripheral blood monocytes; LDLR, low-density 
lipoprotein receptor; mAb, monoclonal antibody; MHC, major histocompatibility complex; NK 
cell, natural killer cell; NKT cell, natural killer T cell; PBMC, peripheral blood mononuclear 
cells; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; sCP, secreted ceruloplasmin; 
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Objective: To study the expression of ceruloplasmin (Cp) at the surface of peripheral 
blood leukocytes (LCp) from Behçets disease (BD) patients. 
Methods: Twenty five BD patients (eleven women and fourteen men, 42.3±10.9 years 
old) and twenty four controls (eleven women and thirteen men, 37.9±9.6 years old) 
were studied. BD patients were classified according to the disease activity at the time of 
sample collection as active (BDA, n=16) or inactive (BDI, n=9). Hemogram and serum 
inflammatory markers [C Reactive Protein (CRP) and β2-microglobulin (β2m)] were 
measured using laboratorial standard procedures in samples obtained from all 
individuals. Also, serum Cp and LCp were measured using nephelometry and flow 
cytometry techniques, respectively.   
Results: A significant increase of Cp expression at the surface of circulating monocytes 
(132.6±6.3 AU vs 103.9±8.6.0 AU, p=0.035) and an increased concentration of serum 
Cp (p=0.010) were found in BDA patients comparatively to healthy individuals. 
Instead, no significant differences between BDI patients and controls were observed in 
Cp expression on all leukocyte subpopulations analysed, circulating Cp and all the other 
inflammatory markers measured. 
Conclusions: According to this study, we suggest surface expression of Cp in 
peripheral blood monocytes could be regarded as a potential disease activity marker in 
BD. The possible physiologic involvement of circulating and membrane-bound 
leukocyte-derived Cp on the pathogenesis of BD via its anti/pro-oxidant properties is 
discussed. 
 
Key words: Behçets disease, disease activity, peripheral blood leukocytes, ceruloplasmin.  
 
 
